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1. Einleitung 
Das Angiotensin konvertierende Enzym (ACE) ist eine Zink-Metallopeptidase, die als 
zentrale Komponente des Renin-Angiotensin-Systems entscheidend an der 
Regulation des Blutdrucks sowie des Flüssigkeits- und Elektrolyt-Haushalts beteiligt 
ist. Dabei ist ACE vor allem am Metabolismus zweier wichtiger vasoaktiver Peptide 
beteiligt, zum einen an der Bildung des vasokonstriktorisch wirkenden Angiotensins II 
aus Angiotensin I und zum anderen an der Degradation des vasodilatorisch 
wirkenden Bradykinins. Da ACE in die Pathogenese verschiedener kardiovaskulärer 
Erkrankungen involviert ist, wurde eine Reihe potenter und spezifischer ACE-
Inhibitoren entwickelt, deren zahlreiche protektive Eigenschaften die Bedeutung des 
Enzyms bei der Regulation der vaskulären Funktion und Homöostase unterstreichen. 
Verschiedene dieser positiven kardiovaskulären Effekte der ACE-Inhibitoren lassen 
sich jedoch nicht unmittelbar aus der Hemmung der Angiotensin II-Bildung bzw. des 
Bradykinin-Abbaus ableiten, so dass die Erforschung des ACE und der 
Wirkmechanismen seiner Inhibitoren weiterhin einen zentralen Punkt der Herz-
Kreislaufforschung darstellt. 
 
1.1. Das Renin-Angiotensin-System 
Das Renin-Angiotensin-System spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation des 
Blutdrucks sowie des Flüssigkeits- und Elektrolyt-Haushalts in Säugetieren (1;2) 
(Abb.1). Dabei wird das proteolytische Enzym Renin aus dem juxtaglomerulären 
Apparat der Niere als Antwort auf eine Reihe verschiedener Stimuli freigesetzt und 
spaltet im Plasma das von der Leber freigesetzte Angiotensinogen in das Dekapeptid 
Angiotensin I (AngI). AngI, welches per se einen sehr geringen Effekt auf den 
Blutdruck hat, wird durch das an der luminalen Oberfläche des Endothels exprimierte 
Angiotensin konvertierende Enzym (ACE) in das stark vasokonstriktorisch wirkende 
Oktapeptid Angiotensin II (AngII) umgewandelt. AngII ist ein spezifischer Agonist 
zweier verschiedener G-Protein-gekoppelter Rezeptoren, dem AT1- und dem AT2- 
Rezeptor. Dabei sind die zur Vasokonstriktion und Hypertrophie führenden Effekte 
Auswirkungen der Aktivierung des AT1-Rezeptors durch AngII, wohingegen durch die 
Aktivierung des AT2-Rezeptors in der Regel gegenteilige Effekte auslöst werden (3). 
Auch das Kinin-Kallikrein-System wird durch ACE beeinflusst, da das vasodilatorisch  





















Abb.1: Darstellung der Komponenten des Renin-Angiotensin-Systems und des Kinin-
Kallikrein-Systems.  Das Angiotensin konvertierende Enzym (ACE) als Komponente des Renin-
Angiotensin-Systems katalysiert die Hydrolyse des aus Angiotensinogen gebildeten Angiotensins I zu 
Angiotensin II, welches als vasoaktives Peptid hauptsächlich über den AT1-Rezeptor die Konstriktion 
der Gefässe vermittelt. Zusätzlich beeinflusst ACE das Kinin-Kallikrein-System durch Hydrolyse des 
über die Aktivierung des B2-Kinin-Rezeptors vasodilatorisch wirkenden Bradykinins in inaktive 
Fragmente. 
 
wirkende Peptid Bradykinin (BK) durch ACE inaktiviert wird. Bradykinin wird im 
Plasma aus Kallidin nach proteolytischer Spaltung des Kininogens durch die 
Serinprotease Kallikrein gebildet (4;5). Neben ACE sind noch weitere Enzyme an der 
Umsetzung von Bradykinin beteiligt, u.a. die Carboxypeptidase N (Kininase I), die 
Carboxypeptidase M oder die CD10/neutrale Endopeptidase 24.11 (NEP) (6-8), 
wobei zum Teil die entstehenden Produkte wie beispielsweise das des-Arg
9-
Bradykinin auch aktive Peptide darstellen (9;10). 
 
1.2. Das Angiotensin konvertierende Enzym (ACE) 
1.2.1. ACE-Isoformen und Lokalisation 
Die Zink-Metallopeptidase ACE, in der Literatur auch als Kininase II oder Dipeptidyl-
Carboxypeptidase I bezeichnet, liegt hauptsächlich als aktives Ektoenzym in der 
Plasmamembran vor. In Säugetieren existieren zwei verschiedene Isoformen des 
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Enzyms: eine somatische Isoform mit einem Molekulargewicht von etwa 150-
180 kDa sowie eine germinale Isoform im Bereich von 90-110 kDa (11;12). Nach 
Entdeckung der humanen ACE-Genstruktur war es möglich mittels spezifischer 
Antikörper die zell- und gewebsspezifische Lokalisation beider Isoformen 
beispielsweise durch Immunhistochemie und in situ Hybridisierung aufzuklären 
(2;13). Beide Isoformen sind integrale Membranproteine, wobei die somatische Form 
des Enzyms an der luminalen Oberfläche aller Endothelzellen, vor allem der Lunge, 
in Epithelgewebe (14) und neuronalen Zellen (15;16) exprimiert wird, sowie auch in 
Monozyten, Makrophagen und T-Lymphozyten (17;18). Neuronal liegen hohe 
Konzentrationen an ACE vorwiegend im Plexus choroidei vor, wobei ACE hier 
wahrscheinlich eine physiologische Bedeutung bei der Hydrolyse von Substanz P 
zukommt (19;20). Die germinale ACE-Isoform wird neben der somatischen Isoform 
vor allem in den Testis exprimiert (21), jedoch ausschliesslich in der reifen Form der 
germinalen Zellen (22;23). Beide Isoformen des ACE haben zwar ähnliche 
enzymatische Aktivität, unterscheiden sich aber bezüglich ihrer immunologischen 
Eigenschaften (24;25), da mittels cDNA Klonierung gezeigt werden konnte, dass die 
somatische Isoform des Enzyms sich aus zwei hoch homologen Domänen 
zusammensetzt, der sogenannten Amino/N-terminalen und der Carboxy/C-
terminalen Domäne (26-28), und die germinale Isoform nur eine dieser zwei 
Domänen besitzt (29-31). Aufgrunddessen wird angenommen, dass das somatische 
ACE-Gen durch Duplikation eines Vorläufergens während der Evolution entstanden 
ist, eine Hypothese, die durch die Struktur des Gens bestätigt wird (32;33). 
 
1.2.2. Struktur des ACE-Gens 
Die vollständige Intron-Exon-Struktur des humanen ACE-Gens konnte 1991 
aufgeklärt werden (34). Das humane ACE-Gen besteht aus 26 Exons, wobei die 
Transkription der somatischen ACE mRNA (4,3 kb) von Exon 1 bis 26 erfolgt und das 
Exon 13 vom primären RNA-Transkript durch alternatives „Splicing“ entfernt wird, 
und die Transkription der germinalen ACE mRNA (3 kb) von Exon 13 bis 26. 
Somatische und germinale ACE mRNA werden demnach von demselben Gen unter 
Nutzung alternativer, spezifischer Promotoren transkribiert (34;35), wobei der 
somatische ACE-Promotor auf dem ersten Exon des Gens lokalisiert ist, der 
germinale ACE-Promotor innerhalb des ACE-Gens auf dem Intron 12. Die 
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Promotorfunktion dieser Sequenz konnte anhand eines Reportergenassays unter 
Verwendung des Introns 12 als Promotor bewiesen werden (36). Die Expression der 
beiden ACE-Isoformen ist gewebsspezifisch und wird durch verschiedene Hormone 
reguliert (37;38). 
Ferner konnte eine genetisch bestimmte Variation in der Struktur des Intron 16 des 
ACE-Gens identifiziert werden, der sogenannte Insertions/Deletions-(I/D) 
Polymorphismus, da es sich um die Insertion oder Deletion eines 287 kb-Fragmentes 
in Intron 16 handelt (39;40). Die Bedeutung des D-Allels, welches mit einer erhöhten 
ACE-Aktivität, einem Anstieg des Plasma-ACE-Spiegels sowie einem gesteigerten 
Myokardinfakt-Risiko in Verbindung gebracht wird, wurde anhand zahlreicher 
klinischer Studien untersucht (41-44). Dabei wird angenommen, dass die 
Entwicklung klinischer Syndrome des DD-Genotyps nicht nur auf eine verstärkte 
AngII-Bildung (45), sondern auch auf eine schnellere Degradation des 
vasoprotektiven Bradykinins zurückzuführen ist (46;47). 
 
1.2.3. Proteinstruktur und posttranslationale Modifikationen des ACE 
Humanes somatisches ACE als Ektoenzym der luminalen Endotheloberfläche besitzt 
ein Molekulargewicht von 180 kDa und umfasst 1306 Aminosäuren. Dabei 
entsprechen die ersten 29 hydrophoben N-terminalen Aminosäuren einem 
Signalpeptid, welches während des Reifungsprozesses des Enzyms abgespalten 
wird (27;32). Eine weitere 17 Aminosäuren lange hydrophobe Sequenz findet sich 
nahe dem C-Terminus und konnte als transmembranäre Domäne identifiziert 
werden, welche die Verankerung des Enzyms in der Plasmamembran gewährleistet 
und die 1232 Aminosäuren umfassende extrazelluläre N-terminale Domäne vom 
relativ kurzen cytoplasmatischen Anteil (28 Aminosäuren) trennt (27;48). Das 
plasmamembranäre ACE gehört demnach aussergewöhnlicherweise zur Familie der 
Typ I Membranproteine, die über den C-Terminus in der Membran verankert sind, 
wohingegen andere Zink-Metallopeptidasen wie die CD10/neutrale Endopeptidase 
24.11 oder die Aminopeptidase N, zum Typ II der Membranproteine gehören und 
ohne Abspaltung der N-terminalen Signalsequenz über den N-Terminus in der 
Plasmamembran verankert sind (49;50) (Abb.2). In dem N-terminalen extrazellulären 
ACE-Anteil sind die zwei homologen Domänen des Enzyms lokalisiert (26;27), 
welche jeweils ein katalytisch aktives Zentrum mit einer Zink-Bindungsstelle 
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besitzen (28). Dabei wird die Bindung des Zinkatoms über die Aminosäuresequenz 
HEMGH koordiniert, wie es auch für andere Zink-Metallopeptidasen wie Thermolysin 
oder die CD10/neutrale Endopeptidase 24.11 beschrieben wurde (51). Germinales 
ACE besitzt hingegen nur die C-terminale Domäne und infolgedessen auch nur ein 
aktives Zentrum. Die germinale ACE-Proteinsequenz umfasst 722 Aminosäuren, 
wobei ebenfalls ein Signalpeptid und die C-terminale transmembranäre Domäne 






Abb.2: Darstellung der Topologie
integraler Membranproteine.
Integrale Membranproteine können
zum einen nach Abspaltung der N-
terminalen Signalsequenz über den C-
Terminus in der Plasmamembran
verankert sein (Typ I der integralen
Membranproteine (A)), bzw. unter
Erhalt der Signalsequenz über den N-
Terminus (Typ II der integralen
Membranproteine (B)), oder aber über
eine Glykosyl-Phosphatidylinositol
(GPI)-Gruppe (C) in der Membran
verankert sein. 
Die ACE-Sequenzen verschiedener Säugetiere sind hochgradig homolog, sowohl auf 
der Nukleotid- wie auch der Aminosäure-Ebene (26;52-54), so dass die humane 
Sequenz der der Maus oder der des Kaninchens um mehr als 80% gleicht. Dabei 
sind die ACE-Proteine der einzelnen Spezies teilweise unterschiedlich bezüglich 
ihres Glykosylierungsgrades, da beispielsweise gegenüber humanem somatischen 
ACE mit 17 potentiellen N-glykosidischen Bindungsstellen die entsprechende 
Sequenz des Kaninchens nur 11 dieser Bindungsstellen aufweist (29;52). Der 
Kohlenhydratanteil humanen, somatischen ACE beträgt 30% und setzt sich aus 
Fukose, Mannose, N-Acetylglukosamin und Sialinsäure zusammen (55). Neuronales 
ACE weist zwar einen geringeren Grad der Glykosylierung auf (56), zeigt aber 
dennoch dieselbe Spezifität gegenüber Neuropeptiden verglichen mit der 
somatischen ACE-Isoform (57), so dass bisher noch nicht eindeutig geklärt werden 
konnte, inwiefern die posttranslationale Glykosylierung die Funktion oder 
intrazelluläre Lokalisation des ACE beeinflusst. Zudem hat die Glykosylierung primär 
zwar keine Auswirkung auf die Aktivität des ACE (58;59), beeinflusst aber scheinbar 
die Oligomerisierung und damit die Aktivität des Enzyms (60;61). Eine weitere 
posttranslationale Modifikation des ACE ist die proteolytische Spaltung der 
plasmamembranären Form zur Generation der löslichen Form des Enzyms, welche 
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im Plasma und anderen Körperflüssigkeiten zu finden ist (48;62;63). Der Prozess der 
proteolytischen ACE-Spaltung wird in Abschnitt 1.3. im Detail erläutert. Obwohl 
innerhalb der ACE-Proteinsequenz zahlreiche putative Phosphorylierungsstellen zu 
finden sind, allein in der kurzen cytoplasmatischen Sequenz des Enzyms fünf 
Serinreste in Folge, und eine Assoziation testikulären ACE mit der Proteinkinase C 
nachgewiesen werden konnte (64), wurde eine posttranslationale Modifikation des 
ACE durch Phosphorylierung bisher nicht beschrieben. 
 
1.2.4. ACE-Substrate und Aktivität 
Die zwei Zink-abhängigen, aktiven Zentren der C- und N-terminalen Domäne des 
ACE arbeiten unabhängig voneinander und es scheint keine Kooperation 
vorzuliegen, da die Gesamtaktivität des Enzyms der Summe der Aktivitäten der 
einzelnen Domänen entspricht (28). Obwohl die C- und N-terminale Domäne des 
ACE eine hohe Homologie aufweisen, sind sie dennoch bezüglich ihrer 
Substratspezifität, ihrer Aktivierbarkeit durch Metallionen sowie der Hemmbarkeit 
durch verschiedene ACE-Inhibitoren unterschiedlich (28;65-68). 
ACE katalysiert die Hydrolyse diverser Oligopeptide, wobei das Enzym hauptsächlich 
als Dipeptidylcarboxypeptidase fungiert. Auch die beiden Hauptsubstrate des 
Enzyms AngI und Bradykinin werden durch sequentielle Abspaltung des 
carboxyterminalen Dipeptides von ACE umgesetzt (69), wobei Bradykinin das 
bevorzugte ACE-Substrat darstellt und nahezu achtzigmal schneller hydrolysiert wird 
als AngI (32;70). Ferner katalysiert ACE ebenso die Abspaltung eines 
carboxyterminalen Dipeptides aus verschiedenen anderen Peptiden wie dem 
Neurotensin (71), der Enkephaline und Pro-Enkephaline (72;73). ACE weist zudem 
Endopeptidase-Aktivität auf und hydrolysiert hauptsächlich Substanz P (74) oder das 
LHRH (Luteotropes-Hormon-Releasing-Hormon) (75) durch die Abspaltung eines 
Tripeptidamids. Dabei erfolgt die Umsetzung der verschiedenen Peptide oftmals 
schneller und mit höherer Affinität entweder an der N- oder der C-terminalen 
Domäne des Enzyms. Zwar sind beide Domänen katalytisch aktiv gegenüber AngI, 
Substanz P und dem synthetischen ACE-Substrat Hip-His-Leu, aber die C-terminale 
Domäne zeigt höhere katalytische Aktivität verglichen mit der N-terminalen Domäne 
sowie stärkere Aktivierbarkeit durch Chloridionen (28;48;66). Bradykinin wird von 
beiden aktiven Zentren mit gleicher Kinetik zu Bradykinin(1-7) und Bradykinin(1-5) 
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konvertiert, wobei auch hier die Aktivität der C-Domäne durch die Zugabe von 
Chlorid verstärkt werden kann (66). Beachtenswerterweise unterscheidet sich die für 
die optimale katalytische Aktivität der beiden ACE-Domänen notwendige 
Chloridkonzentration vollkommen, wobei wiederum die Anionenkonzentration auch 
vom jeweiligen zu hydrolysierenden Substrat eine gewisse Abhängigkeit zeigt 
(28;76;77). Auch die Hemmung des ACE durch den ACE-Inhibitor Trandolaprilat wird 
durch die Anwesenheit von Chloridionen potenziert, wahrscheinlich bedingt durch die 
Stabilisierung des Enzym-Inhibitor-Komplexes, weshalb die C-terminale in stärkerem 
Maße als die N-terminale Domäne durch diesen ACE-Inhibitor beeinflusst wird (65). 
Studien zur Analyse der Bindungs- und Inhibitor-Kapazität verschiedener ACE-
Inhibitoren an den einzelnen Domänen des Enzyms haben ergeben, dass 
grösstenteils die Inhibitoren, die das C-terminale aktive Zentrum hochpotent 
hemmen, geringe inhibitorische Aktivität gegenüber der N-terminalen Domäne 
aufweisen und umgekehrt (65). Dies liegt wahrscheinlich begründet in einem 
strukturellen Unterschied der aktiven Zentren beider Domänen (78). Mittels selektiver 
ACE-Inhibitoren, die wie das kürzlich beschriebene RXP407 spezifisch nur eines der 
aktiven ACE-Zentren hemmen (79), könnte zukünftig möglicherweise gezielt die 
Hydrolyse selektiver, physiologischer Substrate der N-terminalen ACE-Domäne 
unterbunden werden (80), wodurch genauere Einsicht in die Reaktion der beiden 
ACE-Domänen gewonnen werden könnte. 
 
1.3. ACE-Sekretion 
Neben der als membrangebundenes Ektoenzym in den Zellen vorliegenden Form 
des ACE findet sich eine aktive, lösliche Form des Enzyms im Plasma, Fruchtwasser 
und anderen Körperflüssigkeiten (12;81). Bei verschiedenen Erkrankungen wie 
Sarkoidose, Diabetes mellitus, Gaucher-Krankheit, Lepra und Hyperthyreose ist der 
Spiegel löslichen ACE verändert (82;83). Zwar war lange Zeit bekannt, dass zur 
Aufreinigung des plasmamembranären ACE ein proteolytisches Enzym oder ein 
Detergenz eingesetzt werden musste (56), aber aufgrund des geringen 
Unterschiedes bezüglich des Molekulargewichtes der löslichen und 
plasmamembranären Form wurde angenommen, dass es sich um zwei homologe, 
aber dennoch Proteine verschiedenen Ursprungs handelte (84;85). Erst nach 
Identifizierung der C-terminalen transmembranären Domäne wurde aufgeklärt, dass 
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es sich bei löslichem ACE um eine posttranslational modifizierte, durch Proteolyse C-
terminal gekürzte Form des membrangebundenen Enzyms handelt (48). Dabei findet 
die proteolytische Spaltung des ACE extrazellulär in der juxtamembranär gelegenen 
sogenannten „Stalk“-Region statt (12;48). 
 
1.3.1. Proteolytische Spaltungsstellen des ACE 
Die proteolytische Spaltung des plasmamembranären ACE kann scheinbar an 
verschiedenen Positionen innerhalb der juxtamembranären „Stalk“-Region erfolgen. 
Wurde humanes somatisches ACE beispielsweise in CHO-Zellen überexprimiert, 
konnte eine proteolytische Spaltung zwischen den Aminosäureresten Arg
1137 und 
Leu
1138, 93 Aminosäuren entfernt von der hydrophoben Transmembrandomäne, 
identifiziert werden, was durch die Analyse der humanen Plasma-ACE-Sequenz 
bestätigt werden konnte (86). Die Mutation des Arg
1137 zu Gln hatte allerdings keinen 
Effekt auf die ACE-Sekretion, so dass entweder die Sekretase unbeeinflusst durch 
die Mutation agieren kann oder alternative Spaltungsstellen in der „Stalk“-Sequenz 
vorliegen. Für die testikuläre ACE-Isoform, überexprimiert in einer 






somatischen ACE-Sequenz, identifiziert werden (63). Bemerkenswerterweise scheint 
auch die N-terminale Domäne des ACE die Sekretion des Enzyms zu regulieren, da 
eine ACE-Mutante, der diese Domäne fehlt, sehr viel stärker sekretiert wird als das 
Wildtyp-Enzym, wobei die Proteolyse hier zwischen Arg
1227 und Val
1228 erfolgte (87). 
Die beobachteten Differenzen in der Lokalisation der proteolytischen Spaltungsstelle 
könnten möglicherweise in einer unterschiedlichen Konformation der Enzyme, 
beispielsweise hervorgerufen durch die Glykosylierung verschiedener 
Aminosäurereste, begründet sein, wodurch der Sekretase jeweils andere 
Spaltungsstellen zugängig werden (88). 
 
1.3.2. ACE-Sekretase 
Die mögliche Beteiligung einer Sekretase in die zur selektiven Freisetzung von 
löslichem ACE führenden Prozesse wurde erstmals 1987 diskutiert (56). In weiteren 
Studien zur Charakterisierung einer ACE-Sekretase konnte dann nachgewiesen 
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werden, dass diese zwar nicht durch Inhibitoren der Serin-, Thiol- oder Aspartat-
Proteasen gehemmt werden konnte, aber Sensitivität gegenüber EDTA und 1,10-
Phenanthrolin zeigte (89). Die Reversibilität der Hemmung durch EDTA mittels 
Magnesium-, Zink- oder Mangan-Ionen gab erste Hinweise auf einen 
Metalloprotease-Charakter der ACE-Sekretase, was durch den Einsatz von Matrix-
Metalloprotease-Inhibitoren wie BB94 (Batimastat) zur Hemmung der Sekretase 
bestätigt werden konnte (90;91). Ferner konnte gezeigt werden, dass es sich bei der 
ACE-Sekretase um ein eigenständiges, wenn auch mit den Matrix-Metalloproteasen 
verwandtes Enzym handelt (89), und die Sensitivität der Sekretase gegenüber BB94 
in der unselektiven Wirkung des Hemmstoffs begründet liegt (92). Die ACE-
Sekretase findet sich co-lokalisiert mit ihrem Substrat ACE in der Plasmamembran 
(63;87;90) und kann markanterweise nur plasmamembranär verankertes ACE 
proteolytisch spalten (91). Aufgrund ähnlicher Eigenschaften der ACE-Sekretase und 
der Amyloid-Precursor-Protein α–Sekretase (93) schliessen neuere Studien nicht 
aus, dass es sich bei den beiden Sekretasen um ein und dasselbe Enzym handeln 
könnte (94;95). 
Da die Transfektion verschiedener Zellinien mit somatischem oder testikulärem ACE 
nicht nur in der Expression des membrangebundenen Enzyms resultiert, sondern als 
Folge der Sekretasereaktion auch die lösliche Form des Enzyms gebildet wird 
(48;62;96), sind diese Zellsysteme geeignet, den Sekretionsprozess des ACE zu 
analysieren. Dabei wird sowohl die Freisetzung rekombinanten ACE aus 
transfizierten Zellen wie auch die aus kultivierten Endothelzellen durch die 
Stimulation mit Phorbolestern gesteigert (63;87;97;98). 
 
1.4. ACE-Inhibitoren 
Die Hemmung von ACE zur antihypertensiven Therapie findet klinisch weite 
Verbreitung. Erwähnenswert ist hierbei die Tatsache, dass die ersten erhältlichen 
kompetitiven Inhibitoren des Enzyms Peptide darstellten, die natürlicherweise in 
Schlangengift vorkommen. Klinische Studien, in denen das in vivo hocheffiziente 
Peptid des Schlangengiftes, das Nonapeptid Teprotid, eingesetzt wurde, 
demonstrierten das Potential der ACE-Inhibitoren als antihypertensive Pharmaka 
(99). Eine Reihe hochpotenter, oral verabreichbarer Inhibitoren des Enzyms wurde 
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daraufhin entwickelt. Der erste dieser Inhibitoren war Captopril, der anhand eines 
theoretischen Modells der aktiven Zentren von ACE sowie unter Berücksichtigung 
der mit ACE-Substraten kompetitierenden Struktur des Schlangengiftpeptides 
synthetisiert worden war (100). Dabei wirkt Captopril hochpotent durch 
Komplexierung des zentralen Zinkatoms der aktiven ACE-Zentren über eine 
Sulfhydrylgruppe, welche an ein Dipeptid (Ala-Pro) zur spezifischen Interaktion mit 
ACE gekoppelt ist (100). Basierend auf dieser Struktur wurden weitere Inhibitoren 
synthetisiert, wie beispielsweise Enalaprilat und Lisinoprilat (101), Ramiprilat 
(102;103) und Perindoprilat (104;105), wobei die Natur des Zink-bindenden Liganden 
sowie der ACE-Interaktionsgruppe variiert (106) (Abb.3). Wie effektiv diese 
Inhibitoren nicht nur zur Behandlung der Hypertonie und der Herzinsuffizienz sind, 








Abb.3: Struktur verschiedener ACE-
Inhibitoren.  Captopril besitzt eine
Sulfhydrylgruppe, um das zentrale Zinkatom
des Angiotensin konvertierenden Enzyms zu
komplexieren, während Enalaprilat stattdessen
eine Carboxylgruppe und Ceranapril eine
Phosphatgruppe besitzt. Enalapril, Ramipril
und Perindopril sind Ethylester-Derivate, die
als inaktive Vorstufen gut resorbiert werden
und  in vivo durch körpereigene Esterasen in
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bezüglich der Aufrechterhaltung der endothelialen Funktion (107;108), des 
vaskulären „Remodellings“ (109), der Progression der Arteriosklerose (110) und der 
Häufigkeit kardiovaskulärer Ereignisse (110;111) nachwiesen. Auch in 
tierexperimentellen Untersuchungen konnte belegt werden, dass ACE-Inhibitoren die 
endotheliale Funktion aufrechterhalten bzw. wiederherstellen (112;113), pro-
inflammatorische Veränderungen vaskulärer Zellen verhindern (114) und den 
Bluthochdruck hypertensiver Tiere verringern (115;116). Inwiefern ACE-Inhibitoren 
einen Effekt auf die Angiogenese ausüben, ist ungeklärt, da sowohl Bradykinin wie 
auch AngII das Gefässwachstum beeinflussen (117;118). ACE-Hemmer scheinen 
zwar inhibitorisch bezüglich der Tumorangiogenese zu wirken (119;120), 
beschleunigen aber auch die Wiederherstellung der Organ- und 
Extremitätenperfusion nach Ischämie (117;121-124). Die zahlreichen positiven 
Eigenschaften der ACE-Inhibitoren sind dabei nicht allein auf eine Hemmung der 
AngII-Bildung und Bradykinin-Degradation zurückzuführen, wie im Verlauf der 
vergangenen Jahre mehrfach bestätigt werden konnte. Beispielsweise führt die 
Hemmung des ACE auch in perfundierten Systemen zu einer Potenzierung der 
Bradykinin-induzierten Zellaktivierung, so dass eine Akkumulation von Bradykinin in 
Zellnähe nach Inhibition seines Abbaus nicht die Ursache dieser Verstärkung sein 
kann (125;126). Da zudem ACE-Inhibitoren keinen Effekt auf die Bradykinin-
induzierte Zellaktivierung in ACE-defizienten Zellen ausüben (127) (Abb.4), wird eine 
Interaktion von ACE mit dem B2-Kinin-Rezeptor angenommen, ein sogenannter 
„Crosstalk“ (126-128), der nach Hemmung des ACE möglicherweise über eine 
AB
 
Abb.4: Die Potenzierung der Bradykinin-induzierten Zellaktivierung durch ACE-Inhibitoren ist 
abhängig von der Expression des ACE. Enalaprilat (●, 0.1 µmol/L) potenziert die durch steigende 
Bradykinin-Konzentrationen ausgelöste IP3-Produktion im Vergleich zu unbehandelten Zellen (○) nicht 
in (A) CHO-Zellen, die nur den B2-Kinin-Rezeptor exprimieren, wohingegen die Bradykinin-induzierte 
IP3-Produktion in (B) CHO-Zellen, die ACE und den B2-Kinin-Rezeptor exprimieren, durch Enalaprilat 
verstärkt wird (aus Minshall et al. 1997). 
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Heterodimerisierung von ACE und B2-Kinin-Rezeptor oder die Aktion eines weiteren 
interagierenden Proteins ausgelöst wird (129;130). 
 
1.5. ACE-homologe Enzyme 
Die Durchsuchung der Datenbank des humanen Genoms führte zur Identifizierung 
der ACE-homologen Zink-Metallopeptidase ACE2 (oder ACEH) (131;132), welche 
vorwiegend in den Testis, sowie in koronaren Endothelzellen, intrarenalen Gefässen 
und tubulären renalen Epithelzellen hochexprimiert ist. Zusätzlich konnten geringe 
Mengen ACE2 auch in glatten Muskelzellen nachgewiesen werden. Die 
Proteinsequenz dieses ACE-homologen Enzyms umfasst 805 Aminosäuren, 
einschliesslich eines N-terminalen Signalpeptids sowie eines hydrophoben C-









Abb.5: Domänenstruktur der verschiedenen ACE-Isoformen und ACE-homologen Enzyme. Das 
somatische ACE (a), das germinale ACE (b), das humane ACE-Homolog ACE2 (c) und das 
katalytisch inaktive ACE2-Homolog Collectrin (d) sind integrale Membranproteine des Typ I mit einer 
N-terminalen extrazellulären und einer kurzen cytoplasmatischen Domäne, einem N-terminalen 
Signalpeptid (grün) und einem transmembranären Segment (rot). Die Anzahl der Aminosäuren jedes 
Proteins ist angegeben, und die Zink-bindenden Aminosäurereste (HEMGH) der jeweiligen aktiven 
Zentren sind hervorgehoben. 
 
ACE2 besitzt verglichen mit ACE nur eine aktive Domäne, die denen des ACE zu 
40% identisch ist, liegt zu einem hohen Grad glykosyliert in den Zellen vor und wird 
ebenfalls durch eine posttranslational stattfindende proteolytische Spaltung sekretiert 
(132). Trotz dieser stark ausgeprägten Homologie werden ACE und ACE2 nicht 
durch gleiche Exons codiert. Auch die Sequenz der juxtamembranären „Stalk“-
Region ist unterschiedlich, so dass die proteolytische Abspaltung der beiden Enzyme 
wahrscheinlich durch verschiedene Sekretasen vermittelt wird. Ausserdem katalysiert 
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ACE2 wie ACE zwar die Hydrolyse von AngI, AngII und des-Arg
9-Bradykinin, aber 
nicht die von Bradykinin. Desweiteren wird ACE2 auch nicht durch ACE-Inhibitoren 
wie Captopril, Lisinopril oder Enalaprilat gehemmt. Kürzlich präsentierte Studien 
konnten zeigen, dass ACE2 eine entscheidende physiologische Bedeutung bei der 
Regulation der Herzfunktion zukommt (133). Weiterhin wurde ein katalytisch 
inaktives ACE2-Homolog erstmals in der Niere nachgewiesen, das Collectrin, 
welches zu 48% mit der C-terminalen Domäne des ACE2, nicht aber der des ACE, 
übereinstimmt. Im Gegensatz zu ACE besitzt es jedoch keine katalytisch aktive 
Domäne. Obwohl Collectrin keine Metallopeptidase-Aktivität aufweist, scheint es 
doch aufgrund anderer funktioneller Domänen von physiologischer Bedeutung zu 
sein (134). 
Neben den in Säugetieren vorkommenden ACE-homologen Enzymen konnten ACE-
ähnliche Enzyme auch in verschiedenen anderen Spezies identifiziert werden, was 
auf eine frühe evolutionäre Entstehung des Enzyms hindeutet. ACE-ähnliche 
Enzyme wurden bereits in Insekten, unter anderem in Musca domestica (135;136) 
und Drosophila melanogaster (137), charakterisiert, sowie im Blutegel Theromyzon 
tessulatum (138;139), der Molluske Mytilus edulis (82) und dem Fisch Torpedo 
marmorata (140). Dabei sind alle ACE-ähnlichen Enzyme in der Lage, klassische 
ACE-Substrate wie das synthetische Peptid Hip-His-Leu, Bradykinin und/oder AngI 
umzusetzen, werden mehr oder minder durch ACE-Inhibitoren in ihrer Aktivität 
gehemmt und sind Zink- und/oder Chlorid-abhängig. 
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1.6. Ziel der Arbeit  
Da ACE-Inhibitoren eine solche Vielzahl positiver Effekte auf die Funktion und 
Homöostase des kardiovaskulären Systems ausüben, deren Ursache nicht allein in 
der Hemmung der AngII-Bildung und des Bradykinin-Abbaus zu finden ist, sollten die 
posttranslationalen Modifikationen des ACE näher untersucht werden, um die 
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen der positiven Wirkungen dieser 
Inhibitoren aufzuklären. 
Dazu sollte zunächst überprüft werden, ob ACE in Endothelzellen neben der 
Glykosylierung und proteolytischen Spaltung auch posttranslational durch 
Phosphorylierung modifiziert werden kann. Desweiteren sollten die phosphorylierten 
Aminosäurereste lokalisiert und die ACE-phosphorylierende Kinase identifiziert 
werden. Zusätzlich sollten ausgehend von der cytoplasmatischen Sequenz des 
Enzyms putative intrazellulär mit ACE interagierende Proteine nachgewiesen 
werden, die beispielsweise an der Interaktion von ACE mit dem B2-Kinin-Rezeptor 
beteiligt sein könnten. Inwiefern ACE selbst oder potentielle ACE-
Assoziationspartner durch die Behandlung mit einem ACE-Inhibitor oder einem ACE-
Substrat in ihrer Struktur und Funktion beeinflusst werden können, war ein weiteres 
Ziel dieser Arbeit. 
   19
2. Material und Methoden 
2.1. Materialien 
Alle Medien, Enzyme und Puffer sowie Antibiotika, die für die Zell- und Organkultur 
benutzt wurden, stammten von der Firma GIBCO Life Technology (Karlsruhe), 
fötales Kälberserum (FCS) von Life Technologies Inc. und die Zellkulturschalen von 
Falcon (Becton Dickinson). Der monoklonale Antikörper (MAB 4051) gegen das 
extrazelluläre, N-terminale Segment des Angiotensin konvertierenden Enzyms 
(ACE), verwandt für die Immunpräzipitation und die immunhistochemischen 
Untersuchungen, wurde von Chemicon International (Temecula, CA) bezogen. Der 
monoklonale Antikörper, der für die Western-Blot Analysen genutzt wurde, war 
freundlicherweise von Prof. P. Bünning (Aventis, Frankfurt am Main) zur Verfügung 
gestellt worden. Der mono-(MAB575) sowie der polyklonale (PAB568) Antikörper 
gegen das cytoplasmatische, C-terminale Segment von ACE  wurden durch die 
Immunisierung von Mäusen bzw. Kaninchen mit einem synthetischen Peptid 
entsprechend des ACE C-Terminus (Aminosäuren 1250-1277) gewonnen und durch 
Affinitätschromatographie aufgereinigt. Der monoklonale Antikörper gegen die α-
Untereinheit der Proteinkinase CK2 sowie das spezifische CK2-Substrat zur 
Bestimmung der CK2-Aktivität wurden von Calbiochem-Novabiochem (Bad Soden, 
Deutschland) bezogen, ebenso die aktive Proteinkinase C (PKC), die Peroxidase-
konjugierten Zweit-Antikörper, Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) und der PKC-
Inhibitor RO 31-8220. 5,6-Dichloro-1-β-D-ribofuranosylbenzimidazol (DRB) und die in 
in vitro Phosphorylierungsversuchen genutzte aktive CK2 waren von Upstate 
Biotechnology (Lake Placid, NY), sowie die Antikörper zur Detektion der 
Proteinphosphatasen PP1 und PP2A. Der Antikörper gegen die schwere Kette nicht-
muskulären Myosins (NMMHC) sowie der Antikörper gegen Annexin 2 stammten von 
DPC-Biermann (Bad Nauheim), der spezifische Antikörper gegen die c-Jun NH2-
terminale Kinase (JNK) wurde von Santa Cruz Biotechnology (Kalifornien, USA) 
bezogen und der PKC-Antikörper von New England BioLabs (Frankfurt am Main). 
Das radioaktive Nukleotid ([
32P]−γ–Adenosintriphosphat  und die radioaktive 
Orthophosphorsäure ([
32P]H3PO4) waren von Hartmann Analytik (Braunschweig). 
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Bradykinin sowie Angiotensin I und II wurden von Bachem Biochemica (Heidelberg) 
bezogen. Die ACE-Inhibitoren Ramiprilat und Perindoprilat wurden von Aventis 
(Frankfurt am Main) bzw. Servier (Paris, Frankreich) zur Verfügung gestellt. 
Die Oligonukleotide für die Polymerase Kettenreaktion (PCR) wurden von der Firma 
Biospring GmbH (Frankfurt am Main) hergestellt, um mittels  zielgerichteter 
Mutagenese unter Zuhilfenahme eines kommerziell erwerblichen Kits (QuikChange
TM 
XL Site-directed Mutagenesis Kit, Stratagene, Amsterdam, Niederlande) einzelne 
Aminosäuren innerhalb des cytoplasmatischen Segmentes von ACE zu mutieren. 
Das Transfektionsreagenz Superfect stammte von Qiagen (Hilden), Protein A 
Sepharose von Amersham (Freiburg) und Protein G Sepharose von Zymed (Berlin). 
Die mit Zweit-Antikörper-behafteten magnetischen Partikel (Dynabeads), die 
alternativ zu Protein A oder G Sepharose zur Immunpräzipitation verwandt wurden, 
waren von Dynal (Hamburg), ebenso der dazugehörige Magnetständer. Biotin-NHS, 
eingesetzt zur Biotinylierung von Proteinen, war von Boehringer (Mannheim). Die 
TexasRed- oder Fluorescein-konjugierten Zweit-Antikörper, die für die 
Immunhistochemie verwandt wurden, sowie das für die Messung der intrazellulären 
Calziumkonzentration nötige Fura-2/AM stammten von Molecular Probes 
(Göttingen), wie auch das zum Einbetten der Zellen genutzte Medium (ProLong 
Antifade Kit). 
Alle weiteren, hier nicht im Detail aufgelisteten Substanzen und Antikörper wurden 
von Sigma (Deisenhofen) bezogen. 
 
2.2. Zellkultur  
Humane Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (HUVEC) wurden aus frischen 
Nabelschnüren isoliert, wozu die Zellen aus der Vene mit Dispase abgelöst und in 
Endothelzellmedium (M199) mit FCS (8%), L-Glutamin (10 mmol/L), 
Fibroblastenwachstumsfaktor (1 ng/mL), epidermalem Wachstumsfaktor (0.1 ng/mL), 
endothelialem wachstums-stimulierendem Faktor aus Rinderhirn (0.4%), Penicillin 
(50 U/mL) und Streptomycin (50 µg/mL) auf mit Fibronektin beschichteten 
Zellkulturschalen kultiviert wurden. HUVEC wurden nur als Primärkultur verwandt, da 
die ACE-Expression mit der Kultivierung und Passagierung der Zellen relativ schnell 
abnimmt (141). Schweineendothelzellen (PAEC) wurden aus den Aorten frisch 
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geschlachteter Schweine gewonnen. Nach Entfernung des Bindegewebes und 
Aufschneiden in Längsrichtung wurden die Gefässe mit der Endothelseite nach oben 
in Rahmen eingespannt, um das Abkratzen der Endothelzellen in HEPES-Tyrode 
(1.8 mmol/L CaCl2, 2.7 mmol/L KCl, 0.5 mmol/L MgCl2, 0.36 mmol/L NaH2PO4, 
137  mmol/L NaCl, 5 mmol/L Glukose, 10 mmol HEPES, pH 7.4) zur sofortigen 
Untersuchung der nativen Zellen oder die enzymatische Ablösung der Endothelzellen 
mittels Dispase (2.4 U/mL, 40 Minuten, 37°C) zur Kultivierung der Zellen zu erlauben. 
Hierzu wurde nach Abnahme der Dispase Kulturmedium (M199 mit 10 % FCS, 
50  U/mL Penicillin und 50 µg/mL Streptomycin) auf die Endothelzellen gegeben, 
wonach diese mechanisch durch mehrmaliges kräftiges Pipettieren abgelöst wurden. 
Nach Zentrifugation (1000 Upm, 4°C, 5 min) wurde das Zellpellet in Kulturmedium 
resuspendiert und auf mit Fibronektin beschichteten Zellkulturschalen ausgebracht. 
Die Zellen wurden wie HUVEC zur direkten Analyse von endogenem ACE nur als 
Primärkultur verwandt, oder sehr hoch in HAMs F-12 Medium mit 10% FCS und 
Antibiotika (Penicillin und Streptomycin) passagiert, was zum Verlust des endogenen 
ACE führte. Diese Zellen wurden dann transient oder stabil entweder mit humanem 
Wildtyp-ACE oder einer ACE-Mutante transfiziert, um die Auswirkungen der ACE-
Mutation auf die intrazellulären Signaltransduktionswege und die posttranslationale 
Modifikation von ACE in Endothelzellen zu untersuchen. Konfluent gewachsene 
Zellen wurden durch Behandlung mit Trypsin passagiert und im Verhältnis von 1:3 
bis 1:6 wieder ausgesät. Ferner wurden ACE-defiziente Baby-Hamster-Kidney (BHK) 
Zellen verwandt, die zwar kein ACE, aber den Bradykinin-B2-Rezeptor in großen 
Mengen exprimieren (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Aventis, Frankfurt 
am Main). Diese Zellen wurden in DMEM-F12 Medium mit 10% FCS und Antibiotika 
(Penicillin und Streptomycin) kultiviert. 
 
2.3. ACE-Mutation und Transfektion kultivierter Endothelzellen 
Basierend auf der Proteinsequenz von humanem Wildtyp-ACE (48) wurden mittels 
Computeranalyse die putativen Phosphorylierungsstellen innerhalb des 28 
Aminosäuren umfassenden intrazellulären ACE-Segmentes ermittelt und anhand von 
Konsensussequenzvergleichen Vorraussagen über eventuell beteiligte Kinasen 
getroffen. Die Mutationen der intrazellulären Serinreste 1253, 1263 oder 1270 zu 
Alanin wurden ausgehend vom Wildtyp-ACE-Plasmid (Wildtyp-ACE-Sequenz, 
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eingeschlossen in den eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3.1, Invitrogen, 
Karlsruhe) mittels zielgerichteter Mutagenese unter Zuhilfenahme eines „PCR-based 
site-directed mutagenesis kit“ und speziellen Oligonukleotidprimern durchgeführt. Die 
Mutationen wurden von der Firma Biospring mittels Sequenzierung der Plasmide 
bestätigt. Für die Transfektion wurden hochpassagierte ACE-defiziente 
Schweineaortenendothelzellen (PAEC) bis zu einer Konfluenz von 70 bis 80% 
kultiviert und entweder durch Calzium-Phosphat-Präzipitation, Elektroporation oder 
die Zugabe von Superfect (DNA:Superfect im Verhältnis 1:3 bis 1:5) (142-144) mit 
den verschiedenen ACE-Plasmiden  transfiziert. Zur Kontrolle der unspezifischen 
Auswirkungen der Transfektion auf die Zellen wurden diese mit Leervektor 
(pcDNA3.1) transfiziert. Transient transfizierte Zellen wurden zu verschiedenen 
Zeitpunkten nach der Transfektion durch einmaliges Waschen in eiskalter HEPES-
Tyrode und sofortigem Einfrieren bei -80°C gestoppt, um den Proteinreifungsprozess 
der verschiedenen ACE-Proteine zu beobachten. Über einen gewissen Zeitraum ist 
die Expression von ACE in diesen Zellen ausgeprägt, nimmt aber 48 Stunden nach 
Transfektion deutlich ab, so dass für längerfristige, beständigere ACE-
Expressionsmuster auf stabil transfizierte Endothelzellen zurückgegriffen werden 
muss. Zu diesem Zweck wurden die Zellen nach Transfektion in Gegenwart von 
Geneticin G418 (500µg/mL) kultiviert, so dass sich nur die Zellen als lebensfähig 
erweisen, die das auf dem Transfektionsplasmid liegende Neomycin-Resistenzgen 
tragen. Nach zweiwöchiger Kultivierung wurden individuelle Klone ausgewählt und 
auf ACE-Proteinexpression und Enzymaktivität mittels Western-Blot-Verfahren und 
optisch-enzymatischem Test untersucht. 
Die Infektion von BHK-Zellen mit Semliki-Forest-Viren (SFV), in denen ACE in Sense 
Richtung relativ zu einem subgenomischen Promotor kloniert war (freundlicherweise 
von Prof. Müller-Esterl zur Verfügung gestellt, Frankfurt am Main) wurde an konfluent 
gewachsenen Zellkulturen durchgeführt. Die Zellen wurden in Virus-haltigem Medium 
(MEM mit Hanks Salzen und 20 mmol/L HEPES, pH 6,9) für eine Stunde bei 37°C 
inkubiert, anschliessend einmal in MEM, versetzt mit 0,1% BSA und Antibiotika, 
gewaschen und in diesem Zellkulturmedium für verschiedene Zeiten inkubiert. 
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2.4. ACE-Aktivitätsmessung 
Transient oder stabil mit ACE transfizierte PAEC wurden einmal in Phosphat-
gepufferter Kochsalzlösung (PBS: 2.68 mmol/L KCl, 1,47 mmol/L KH2PO4, 140 
mmol/L NaCl, 10 mmol/L Na2HPO4, pH 7.0) gewaschen, bevor sie in Nonidet P40-
haltigem (1%, w/v) ACE-Aktivitätsassaypuffer (10 mmol/L TRIS/HCl, pH 7,5; 
150 mmol/L NaCl; 1 µmol/L ZnCl2; 2 µg/mL Leupeptin; 2 µg/mL Pepstatin A; 2 µg/mL 
Antipain; 2 µg/mL Aprotinin; 10 µg/mL Trypsininhibitor; 44 µg/mL 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)) auf Eis 10 Minuten lysiert wurden. Nach 
Zentrifugation (10000 g, 4°C, 10 Minuten) wurde der detergenzlösliche Proteinanteil 
abgenommen, und die Proteinkonzentration mittels der Konzentrationsbestimmung 
nach Bradford (145) ermittelt. Die Proteinkonzentrationen der einzelnen Proben 
wurden durch Verdünnung mit Assaypuffer angeglichen. Durch die Zugabe des 
spezifischen ACE-Substrates 2-Furylacryloyl-L-phenylalanin-glycyl-glycin (FAPGG, 
3  mmol/L) wurde die Messung gestartet, und die ACE-Enzymaktivität 
spektrophotometrisch über 20 Minuten als initiale Rate des hydrolytischen Umsatzes 
von FAPGG, die sich in einer Reduktion der Absorption bei 334 nm widerspiegelt, bei 
25°C ermittelt. Zur Kontrolle wurde die Hemmbarkeit der gemessenen ACE-
Aktivitäten durch Zugabe eines ACE-Inhibitors (Ramiprilat, 1 µmol/L) überprüft. 
 
2.5. Proteinisolation und Western-Blot Analysen 
Kultivierte oder native Endothelzellen wurden in Nonidet-haltigem Lysispuffer 
(20 mmol/L TRIS/HCl, pH 8.0; 137 mmol/L NaCl; 25 mmol/L β-Glycerophosphat; 10% 
(v/v) Glycerol; 2 mmol/L Natriumpyrophosphat; 10 nmol/L Okadainsäure; 2 mmol/L 
Natriumorthovanadate; 2 µg/mL Leupeptin; 2 µg/mL Pepstatin A; 2 µg/mL Antipain; 
2 µg/mL Aprotinin; 10 µg/mL Trypsininhibitor; 44 µg/mL PMSF und 1% (v/v) Nonidet 
P40) für 10  Minuten auf Eis lysiert, und die detergenzlöslichen Proteine nach 
Solubilisierung von den unlöslichen durch Zentrifugation (10000 g, 4°C, 10 Minuten) 
abgetrennt. Die Proteinkonzentration des Nonidet-löslichen Überstandes wurde 
mittels Quantifizierung nach Bradford oder durch Amidoschwarzfärbung (146;147), 
nach Auftragen eines Aliquots der Probe auf Nitrozellulosemembranen, bestimmt. 
Für beide Proteinkonzentrationsbestimmungen diente eine Standardreihe aus 
verschieden stark konzentrierten Lösungen Rinderserumalbumins als Referenz. 
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Gleiche Proteinmengen wurden für 5 Minuten in Probenpuffer (2% 
Natriumdodecylsulfat (SDS), 5% β-Mercaptoethanol, 10% Glycerin, 0.001 % 
Bromphenolblau und 63 mmol/L TRIS/HCl, pH 6.8) bei 95°C erhitzt, zentrifugiert 
(5000 g für 1 min bei 22°C) und auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen, um die 
Proteine elektrophoretisch aufzutrennen. Der Laufpuffer setzte sich aus 160 mmol/L 
Glycin, 3.6 mmol/L SDS und 25 mmol/L TRIS/HCl zusammen. Im Anschluß an die 
Elektrophorese wurden die Proteine in einem Transferpuffer, bestehend aus 
160  mmol/L Glycin, 25 mmol/L TRIS/HCl und 20 % Methanol, auf 
Nitrozellulosemembranen (Biorad) oder Polyvinylidenfluorid-Membranen (PVDF- 
Membranen, Millipore, Eschborn) übertragen. Der Proteintransfer erfolgte für 60 bis 
90 Minuten bei einer Stromstärke von etwa 250 mA (anliegende Spannung ca. 
100V). Nach dem Transfer wurden die Membranen in Ponceau S-Lösung (0.2 %, 
w/v) geschwenkt, um anhand der so gefärbten, geblotteten Proteine die 
gleichmäßige Proteinbeladung des Gels zu überprüfen. Nach Entfärbung der 
Membranen in TBST-Puffer (0.3 % (w/v) Tween-20; 200 mmol/L NaCl; 50 mmol/L 
TRIS/HCl, pH 7.5) wurden die Blots zum Absättigen unspezifischer 
Proteinbindungsstellen für 1 Stunde in TBST-Puffer mit 3% (w/v) fettfreier Milch oder 
3% (w/v) Rinderserumalbumin (BSA) inkubiert, bevor sie zur Detektion der zu 
untersuchenden Proteine/Antigene für mindestens 3 Stunden mit spezifischen mono- 
oder polyklonalen Erst-Antikörpern inkubiert wurden. Ungebundene Antikörper 
wurden durch mehrmaliges Waschen der Membranen in TBST-Puffer entfernt, die 
unspezifischen Bindungsstellen erneut durch Inkubation in TBST-Puffer mit 3% Milch 
oder BSA absättigt und die Detektion des spezifischen Erst-Antikörpers durch 
einstündige Inkubation mit Peroxidase-konjugierten Zweit-Antikörpern ermöglicht. 
Nach mehreren Waschschritten in TBST-Puffer zur Entfernung überschüssigen 
Zweit-Antikörpers wurde die Chemilumineszenz-Reaktion mit Hilfe kommerziell 
erwerblicher Reagenzien (Enhanced Chemiluminescence, Amersham/Pharmacia 
oder Lumi Plus von Pierce) durchgeführt. Mittels eines Röntgenfilmes (Fuji RX-Film, 
Du Pont de Nemours) wurden die spezifischen Proteine anhand ihrer 
autoradiographischen Röntgenfilmschwärzungen detektiert. Zur semiquantitativen 
Bestimmung der relativen Proteinmengen wurden die Filme densitometrisch 
ausgewertet.  Um die Membranen mit alternativen Antikörpern zu untersuchen, 
wurden die Nitrozellulosemembranen in einem „Stripping“-Puffer (67.5 mmol/L 
TRIS/HCl, pH 6.8; 100 mmol/L β-Mercaptoethanol; 2% (w/v) SDS) bei 50°C für 
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30 Minuten geschwenkt. Nach mehrmaligem Waschen in TBST-Puffer und Blocken 
in TBST-Puffer, versetzt Puffer mit 3 % Milch oder BSA, konnten die Membranen 
erneut mit einem Erst-Antikörper inkubiert werden. 
 
2.6. Immunpräzipitation 
Um gezielt bestimmte Proteine aus dem Endothelzellmedium oder den Lysaten zu 
selektieren, wurden die entsprechenden Proteine mittels spezifischer Antikörper 
immunpräzipitiert. Dazu wurden die Endothelzellen in Nonidet-Lysispuffer für 
10 Minuten auf Eis lysiert, die detergenz-unlöslichen Proteine durch Zentrifugation 
(10000 g, 4°C, 10 Minuten) pelletiert und verworfen. In manchen Versuchen wurde 
auch das lösliche, von den Zellen sekretierte ACE aus dem Zellkulturüberstand, der 
entweder serumfreiem Zellkulturmedium mit 0,1 % BSA oder Tyrode (130 mmol/L 
NaCl; 4 mmol/L KCl; 1,6 mmol/L CaCl2; 0,95 mmol/L MgCl2; 11,9 mmol/L NaHCO3; 
0,36 mmol/L NaH2PO4; 10 mmol/L Glukose) entsprach, nach zweiminütiger 
Zentrifugation (10000 g, 4°C) immunpräzipitiert. Das Nonidet-lösliche Zelllysat oder 
das Zellmedium wurden durch die einstündige Inkubation mit einem Gemisch aus 
Protein A/G Sepharose bei 4°C vorgereinigt, um unspezifisch an die Sepharose 
bindende Proteine abzufangen. Die Sepharose wurde durch Zentrifugation (10000 g, 
4°C, 5 Minuten) pelletiert, der verbleibende Überstand mit einem spezifischen 
Antikörper versetzt und für mindestens eine Stunde bei 4°C geschwenkt. Danach 
wurde für eine weitere Stunde Protein A/G-Sepharose zugegeben, bevor erneut 
zentrifugiert (10000 g, 4°C, 5 Minuten) wurde, um den Antikörper-Antigen-Komplex 
zu präzipitieren. Alternativ wurden zur Immunpräzipitation auch Zweit-Antikörper-
gekoppelte, magnetische Dynabeads verwandt, wobei zur Präzipitation des 
Antikörper-Antigen-Komplex die Zentrifugationsschritte durch die Benutzung eines 
Magnetständers ersetzt wurden. Die Proteinpräzipitate wurden mehrmals in TBST-
Puffer gewaschen, bevor sie in SDS-PAGE Probenpuffer erhitzt und durch 
Elektrophorese aufgetrennt wurden. Zur Überprüfung der Immunpräzipitation wurden 
von dem Zelllysat vor sowie nach der Immunpräzipitation Aliquots entnommen, um 
diese ebenfalls in der Gelelektrophorese und per Western-Blot zu analysieren. 
Manche Gele wurden nicht geblottet, sondern direkt mittels Silberfärbung (148) 
angefärbt, um einen Überblick über die immunpräzipitierten Proteine und deren 
Molekulargewichte zu erhalten, oder auf PVDF-Membranen geblottet, um die 
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geblotteten Proteine anschliessend mittels Coomassiefärbung (149;150) anzufärben 
und sequenzieren zu lassen (Merck, Darmstadt). 
 
2.7. Aufreinigung von intrazellulär mit ACE assoziierten Proteinen 
durch Affinitätschromatographie 
Um intrazellulär an ACE gebundene Proteine zu identifizieren, wurde ein Peptid 
synthetisiert, welches der cytoplasmatischen Domäne von humanem Wildtyp-ACE 
(RLFSIRHRSLHRHSHGPQFGSEVELRHS; ACEct) entspricht. Dieses Peptid wurde 
über die N-terminale Aminogruppe an ACH-Sepharose (aktivierte CH-sepharose 4B, 
Amersham Biosciences, Freiburg) gekoppelt (Eurogentec, Seraing, Belgien) und als 
Säulenmaterial für die Affinitätschromatographie verwandt. Nach Präparation frischer 
nativer Schweineaortenendothelzellen wurden diese in Nonidet-Lysispuffer lysiert, 
gleiche Proteinmengen des Lysates (700 µg in 500 µl) mit 50 µg des Sepharose-
gekoppelten Peptids inkubiert (4°C, 60 min) und anschliessend in Säulen (Poly-Prep, 
Bio-Rad, München) überführt. Nach viermaligem Waschen mit Nonidet-Lysispuffer 
wurden die an das Säulenmaterial gebundenen Proteine durch die Zugabe einer 
konzentrierten Salzlösung (Nonidet-Lysispuffer versetzt mit 1 mol/L NaCl) eluiert, mit 
SDS-Probenpuffer versetzt und das Volumen durch Einkochen bei 95°C verringert. 
Die eluierten Proteine wurden durch SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt, 
anschliessend silbergefärbt oder nach dem Transfer auf Nitrozellulosemembranen 
mit spezifischen Antikörpern analysiert. 
 
2.8. Immunmarkierung und Biotinylierung von 
Zelloberflächenproteinen 
Zur Immunmarkierung von Zelloberflächenproteinen wurden intakte Endothelzellen 
zweimal in kaltem PBS gewaschen, bevor sie mit ACE-Antikörper (MAB4051, 
verdünnt in PBS) eine Stunde unter sanftem Schwenken bei 4°C inkubiert wurden. 
Im Anschluss wurden diese Zellen erneut mit PBS gewaschen, in Nonidet-Lysispuffer 
lysiert und ein Aliqout des gesamten Zelllysates entnommen. Danach wurde das 
Lysat mit einer Mischung aus Protein A/G-Sepharose bei 4°C für mindestens eine 
Stunde inkubiert, um den Antikörper-Antigen-Komplex zu präzipitieren. Nach 
   27
mehrmaligem Waschen des Präzipitates in TBST-Puffer und Erhitzen in SDS-
Probenpuffer wurde dieses zusammen mit dem Aliquot des gesamten Zelllysat im 
SDS-Gel aufgetrennt und mit spezifischen Antikörpern im Western-Blot-Verfahren 
analysiert. Zur Biotinylierung plasmamembranärer Proteine wurden intakte 
Endothelzellen nach zweimaligem Waschen in PBS-CM (PBS mit 0.1 mmol/L CaCl2 
und 1 mmol/L MgCl2) bei 4°C für 30 Minuten mit Biotinylierungspuffer (10 mmol/L 
Triethanolamin, pH 8.9; 2 mmol/L CaCl2; 125 mmol/L NaCl und 5 mg/ml Biotin-NHS 
unter leichtem Schwenken inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen, wurde der 
Biotinylierungspuffer gegen Quenching-Lösung (50 mmol/L NH4Cl in PBS-CM) zur 
Absättigung ungebundenen Biotins ausgetauscht. Nach fünf Minuten wurden die 
Zellen erneut dreimal in PBS-CM gewaschen, in Nonidet-Lysispuffer lysiert, ein 
Aliquot des gesamten Lysates entnommen und die biotinylierten Proteine durch die 
Inkubation mit Streptavidinagarose  für zwei Stunden bei 4°C präzipitiert. Das 
Streptavidinagarose-Präzipitat wurde mehrmals mit Nonidet-Lysispuffer gewaschen, 
danach in SDS-Probenpuffer erhitzt und neben den Aliquots des gesamten Lysates 
im Gel aufgetrennt. Mittels Western-Blot-Verfahren konnte anschliessend das 
biotinylierte plasmamembranäre ACE mit dem gesamten ACE im Zelllysat verglichen 




32P-Markierung von Endothelzellen 
Um phosphorylierte Proteine radioaktiv zu markieren, wurden Endothelzellen 
mehrmals über 30 Minuten in Phosphat-freier Tyrode gewaschen (mmol/L: NaCl 132, 
KCl 4, CaCl2 1.6, MgCl2 0.98, NaHCO3 11.9 und Glukose 10) und dann für 12 
Stunden in Tyrode versetzt mit [
32P]-Orthophosphorsäure (H3
32PO4, 0.125 mCi/mL) 
bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden nach entsprechender Stimulation, im Detail 
beschrieben im Ergebnisteil, in Nonidet-Lysispuffer lysiert, die Proteine des Lysates 
oder des Zellmediums immunpräzipitiert, im SDS-Gel aufgetrennt, auf 
Nitrozellulosemembranen transferiert und die Phosphorylierung einzelner Proteine 
durch die Detektion der autoradiographischen Signale auf Röntgenfilm bestimmt. Die 
Phosphorylierung wurde densitometrisch quantifiziert anhand von Vergleichen der 
Autoradiographie mit den entsprechenden Western-Blots. Protein-Aliquots des 
gesamten Zelllysates wurden nach Gelelektrophorese silbergefärbt, das Gel im 
   28
Geltrockner (Bachhofer, Reutlingen) getrocknet und die Autoradiographie des Gels 
mittels Röntgenfilm detektiert, um die Gleichmäßigkeit der Proteingehalte und der 
radioaktiven Markierung der einzelnen Proben zu überprüfen. 
 
2.10. Immunhistochemie  
Um die Lokalisation von Proteinen in Endothelzellen mittels Immunfluoreszenz 
nachzuweisen, wurden die Zellen auf Glasplättchen angezogen, nach der 
entsprechenden Stimulation in PBS mit 2% Paraformaldehyd für 1 Stunde fixiert und 
anschliessend durch zweimaliges Waschen in PBS mit 2% Glycin neutralisiert. Nach 
nochmaligem Waschen mit PBS wurden die fixierten Zellen zunächst 30 Minuten in 
PBS mit 3% BSA geblockt, entweder in Anwesenheit von Detergenz (0.2 % Triton X-
100) zur Permeabilisierung der Zellen, um die Proteine in den intrazellulären 
Kompartimenten für die nachfolgende Inkubation mit Antikörpern zugänglich zu 
machen, oder in Abwesenheit des Detergenzes, um nur die Proteine der 
Zelloberfläche zu markieren. Im Anschluss wurden die Zellen nacheinander erst mit 
spezifischen Erst-Antikörpern (verdünnt in PBS mit 3 % BSA), dann nach erneutem 
30-minütigem Blocken mit Fluorescein- oder TexasRed-konjugierten Zweit-
Antikörpern (verdünnt in PBS) jeweils für eine Stunde inkubiert. Unspezifisch 
gebundene Erst- oder Zweit-Antikörper wurden zwischen den Antikörperinkubationen 
und vor der Detektion durch mehrmaliges Waschen mit 0.2% (w/v) Tween 20 in PBS 
entfernt. Die Zellen wurden mit einem ProLong Antifade Kit zur Fixierung der 
Färbung eingebettet und die Fluoreszenz am Konfokalmikroskop detektiert. Alle 
Inkubationen der Immunfärbung wurden bei Raumtemperatur durchgeführt. 
 
2.11. In vitro Phosphorylierung  
Die in vitro Phosphorylierungsversuche wurden an ACE-Immunpräzipitaten aus 
Lysaten unstimulierter Endothelzellen oder an einem Sepharose-gekoppelten ACEct-
Peptid bzw. einem Asp-ACEct-Peptid (alle Serinreste des ACEct-Peptides durch 
Aspartat ersetzt) in Gegenwart einer aktiven Proteinkinase, CK2 oder PKC, 
durchgeführt. Die Immunpräzipitate bzw. die Peptid-gekoppelte Sepharose wurde 
mehrmals in Kinasepuffer gewaschen (für CK2: 40 mmol/L TRIS/HCl, pH 8.0; 
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150  mmol/L NaCl; 20 mmol/L MgCl2; 2 µg/mL Leupeptin; 2 µg/mL Pepstatin A; 
2 µg/mL Antipain; 2 µg/mL Aprotinin; 10 µg/mL Trypsininhibitor; 44 µg/mL PMSF; für 
PKC: 20 mmol/L TRIS/HCl, pH 7.5; 5 mmol/L Mg(OAc)2; 0.01% Leupeptin; 25 µg/mL 
Phosphatidylserin; 0.5 mmol/L CaCl2; 1 µmol/L PMA) und anschliessend in 20 µl 
dieses Puffers, versetzt mit konstitutiv aktiver Kinase (50 ng je Probe), 
aufgenommen. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 20 µmol/L ATP und 10 µCi 
of [γ-
32P]ATP gestartet, für 30 Minuten bei 30°C durchgeführt und durch Zugabe von 
SDS-Probenpuffer gestoppt. Nach Auftrennung der Proteine im SDS-Gel wurde die 
Inkorporation von 
32P durch die Aufnahme der Autoradiographie mit einem 
Röntgenfilm bestimmt. Diese wurde dann nach Western-Blot-Analysen mit 
spezifischen Antikörpern densitometrisch auf den ACEct-, Asp-ACEct- oder ACE-
Proteingehalt normalisiert. Als Negativkontrolle für diesen Versuch dienten ACE-
Immunpräzipitate aus ACE-defizienten Zellen. 
 
2.12. CK2-Aktivitätsbestimmung 
Zur Bestimmung der ACE-assoziierten CK2-Aktivität wurden die Endothelzellen 
zweimal mit eiskaltem PBS-Puffer gewaschen, in Nonidet-Lysispuffer lysiert und ACE 
immunpräzipitiert. Das Immunpräzipitat wurde zweimal in TBST-Puffer und einmal in 
CK2-Kinasepuffer (40 mmol/L TRIS/HCl, pH 8.0; 150 mmol/L NaCl; 20 mmol/L 
MgCl2; 2 µg/mL Leupeptin; 2 µg/mL Pepstatin A; 2 µg/mL Antipain; 2 µg/mL 
Aprotinin; 10 µg/mL Trypsininhibitor; 44 µg/mL PMSF) gewaschen. Nach 
vollständiger Abnahme des Puffers wurde das Präzipitat in 15 µl Kinasepuffer 
aufgenommen.  Unter Verwendung eines spezifischen CK2-Substrates (10 µg pro 
Reaktion) erfolgte die Kinasereaktion für 30 Minuten bei 30°C unter Zusatz von 
20 µmol/L ATP und 10 µCi  [γ-
32P]ATP. Die Reaktion wurde durch Abnahme des 
Überstandes gestoppt, welcher auf  Whatman P-81 Zellulose (GIBCO) transferiert 
wurde. Nach mehrmaligem Waschen der Zellulosestreifen in Phosphorsäure (1%, 
v/v) wurde das gebundene  Phosphopeptid durch Zählung im Scintillationszähler 
quantifiziert  und die Ergebnisse relativ zu unter Kontrollbedingungen gemessener 
CK2-Aktivität betrachtet. Als Kontrolle für den positiven Verlauf des Assays wurde in 
einem Parallelansatz die Phosphorylierung des Peptides durch eine konstitutiv aktive 
CK2 bestimmt. Ferner wurde die Hemmbarkeit der gemessenen Kinaseaktivität 
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durch die Zugabe des spezifischen CK2-Inhibitors DRB (100 µmol/L) zu einem 
Aliquot jeder Probe überprüft. 
 
2.13. Messung der JNK-Aktivität 
Zur Bestimmung der JNK-Aktivität wurden die Endothelzellen zweimal mit eiskaltem 
PBS-Puffer gewaschen und anschliessend in Triton-haltigem Lysispuffer lysiert 
(20 mmol/L TRIS/HCl, pH 8.0; 1 % (w/v) Triton X-100; 137 mmol/L NaCl; 25 mmol/L 
β-Glycerophosphat; 1 mmol/L Natriumorthovanadat; 2 mmol/L Na2H2P2O7; 2 mmol/L 
EDTA; 10% (w/v) Glycerol; 2 µg/mL Leupeptin; 2 µg/mL Pepstatin A; 2 µg/mL 
Antipain; 2 µg/mL Aprotinin; 10 µg/mL Trypsininhibitor; 44 µg/mL PMSF). Mittels 
eines spezifischen JNK-Antikörpers wurde die Kinase immunpräzipitiert, die 
Immunpräzipitate jeweils zweimal mit Triton-Lysispuffer und Kinasepuffer (25 mmol/L 
HEPES, pH 7.6; 20 mmol/L MgCl2; 20 mmol/L β-Glycerophosphat; 0.1 mmol/L 
Natriumorthovanadat; 2 mmol/L DTT) gewaschen und mit dem spezifischen JNK-
Substrat GST-c-Jun (Cell Signalling, 2 µg pro Reaktion) versetzt. Nach Inkubation für 
30 Minuten bei 30°C in Gegenwart von 20 µmol/L ATP und 10 µCi [γ-
32P]ATP wurde 
die Kinasereaktion durch Zugabe von SDS-Probenpuffer gestoppt, bevor die 
Reaktionsprodukte mittels SDS-PAGE aufgetrennt wurden. Der Einbau von 
32P-
Phosphat in GST-c-Jun wurde durch Autoradiographie bestimmt und densitometrisch 
ausgewertet. Zur Detektion der ACE-gebundenen JNK-Aktivität wurde nicht die JNK 
sondern ACE immunpräzipitiert, ansonsten der Versuch aber analog durchgeführt. 
 
2.14. Organbad 
Koronararterien aus den Herzen frisch geschlachteter Schweine oder frische, 
menschliche Omentalarterien wurden von Bindegewebe befreit und in mehrere Ringe 
von etwa 4 mm Länge unterteilt. Nach Inkubation der Gefäßstücke mit 
entsprechenden pharmakologischen Substanzen in Zellkulturmedium (Minimal 
Essential Medium (MEM) mit 0.1% Rinderserumalbumin, 50 U/mL Penicillin, 
50  µg/mL Streptomycin und 1 µg/mL Polymyxin B) wurden diese für Organbad-
Untersuchungen verwendet. Zur Messung der isometrischen Kontraktion bzw. 
Relaxation wurden die Gefäßringe an Haken mit Kraftaufnehmern verbunden und in 
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Organbäder mit Tyrode-Lösung, die mit einem Gemisch aus 20% Sauerstoff, 5% 
CO2 und 75% Stickstoff begast wurde, gehängt. Die maximale Kontraktion der 
Gefäße wurde mit 80 mmol/L KCl im Bad bestimmt. Nach dem Auswaschen des KCl 
wurden die Gefäßringe mit U46619 auf 80% der Maximalkontraktion (0.1-0.3 µmol/L) 
vorkontrahiert. Nach Erreichen eines stabilen Plateaus wurde Bradykinin in 
aufsteigenden Konzentrationen zugegeben, um die Dosiswirkungskurve 
aufzuzeichnen. 
 
2.15. Messung der intrazellulären Calziumkonzentration 
Zur Messung der intrazellulären Ca
2+-Konzentration wurden die Zellen auf 
Fibronektin-beschichteten Quarzplättchen angezogen. Konfluent bewachsene 
Quarzplättchen wurden in das entsprechende Kulturmedium mit 0,1 % BSA und 
Antibiotika überführt und in Gegenwart von Pluronic F-127 (0,03% (w/v)) zur 
Permeabilisierung der Zellen mit Fura-2/AM (5 µmol/L) eine Stunde bei 37°C 
beladen. Danach wurden die Quarzplättchen zweimal fünf Minuten in phosphatfreier 
HEPES-Tyrode bei 37°C gewaschen und zur Messung in eine mit phosphatfreier 
HEPES-Tyrode gefüllte Quarzküvette überführt, wobei das Plättchen auf einem 
Halter fixiert wurde, so dass mittels Magnetrührer die Durchmischung der Lösung in 
der Küvette möglich war. Die Temperatur wurde durch ein Wasserbad bei 37°C 
gehalten. Die Fluoreszenz wurde bei einer Wellenlänge von 510 nm aufgezeichnet, 
wobei die Zellen im Wechsel (Intervalle 0,6 Sekunden) mit Licht der Wellenlänge 
380 nm oder 340 nm angeregt wurden. Aus dem Verhältnis der Fluoreszenz bei 340 
nm und 380 nm (340/380 nm) wurde die intrazelluläre Calziumkonzentration [Ca
2+
i] 
berechnet (151;152). Zur Kalibrierung der einzelnen Messungen wurde die maximale 
Fluoreszenz durch Permeabilisierung der Zellen mit Ionomycin (10-15 µmol/L), die 
minimale durch die Gabe des Ca
2+-Chelators EGTA (1,8 mmol/L) bestimmt. Vorher 
wurde die basale Fluoreszenz durch die Zugabe von Manganchlorid (0,1 mmol/L) 
gemessen und von der Fura-2-Fluoreszenz subtrahiert. 
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2.16. Statistik 
Sofern möglich sind alle Daten als Mittelwerte +/- des Standardfehlers des 
Mittelwertes (SEM) dargestellt. Die statistische Analyse der Daten wurde mittels des 
ungepaarten Student’s t-Test, mit der einseitigen Varianzanalyse (ANOVA), gefolgt 
von einem Bonferroni-Test oder ANOVA für wiederholte Messungen durchgeführt. 
Werte von P<0.05 wurden als statistisch signifikant betrachtet. 
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3. Resultate 
3.1. Expression von ACE in Endothelzellen  
Der kurze C-terminale, intrazelluläre Anteil von humanem ACE, der nur 
28 Aminosäuren umfasst und dessen Proteinsequenz in Abbildung 6 dargestellt ist, 
wurde anhand von Konsensussequenzvergleichen auf mögliche 
Phosphorylierungsstellen und die dazugehörigen Proteinkinasen untersucht. Dabei 
fiel auf, dass sich in diesem kurzen Poteinabschnitt fünf potentiell phosphorylierbare 
Serinreste befinden, von denen drei innerhalb von Konsensussequenzen bekannter 
Kinasen, Proteinkinase C (PKC, Ser
1253), Proteinkinase A (PKA, Ser
1263) und CK2 
(früher Casein Kinase 2, Ser
1270), liegen. ACE-Sequenzvergleiche verschiedener 
Spezies    (Abb.7)   zeigen,   dass    diese     Phosphorylierungsstellen     zum    Teil 
-RLFS SIRHRS SLHRHS SHGPQFGS SEVELRHS S-COOH
NH NH2 2
COOH COOH
1253 1258 1263 1277 1270
PKC PKA CK2
extrazellulär
Abb.6: Schematische Darstellung des membrangebundenen human Wildtyp-ACE. Das 
vollständige humane ACE besteht aus 1306 Aminosäuren, wobei die N-terminalen 29 Aminosäuren 
einer Signalsequenz entsprechen, die nach Insertion in die Plasmamembran abgespalten wird, so 
dass das reife, in der Membran verbleibende Enzym 1277 Aminosäuren umfasst. Das 
plasmamembranäre Enzym weist nur ein hydrophobes transmembranäres Segment von 17 
Aminosäuren auf, welches zwischen der großen extrazellulären, N-terminalen Domäne mit den beiden 
homologen aktiven Zentren (ausgefüllte Rechtecke) und dem kurzen intrazellulären, C-terminalen 
Anteil von 28 Aminosäureresten liegt. Die Proteinsequenz dieses kurzen cytoplasmatischen Stückes 
ist im Detail aufgelistet, und die fünf potentiell phosphorylierbaren Serinreste sind vergrößert 
dargestellt, sowie ihre Position innerhalb der ACE-Sequenz aufgeführt ist. Drei dieser Serinreste (an 
Position 1253, 1263 und 1270) liegen innerhalb Konsensussequenzen für die Proteinkinasen PKC, 
PKA und CK2. Diese sind im Schema den entsprechenden Serinresten zugeordnet. 
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hochkonserviert sind. Vor allem der in der CK2-Konsensussequenz liegende 
Serinrest ist in allen Spezies vorhanden, ebenso der durch PKC phosphorylierbare 
Rest, wobei in der Sequenz von Ratte und Maus hier allerdings statt eines 
Serinrestes ein Tyrosinrest zu finden ist. Die Phosphorylierungswahrscheinlichkeit für 
den in der PKA-Sequenz liegenden Ser
1263-Rest, der ohnehin evolutionär nicht 
hochkonserviert ist, liegt unter 50%. Die Serin-Reste 1258 und 1306 (Positionen 
entsprechen der humanen Sequenz) liegen nicht in der Konsensussequenz einer 
bekannten Kinase. 
Homo sapiens                 -RLFSIRHRSLHRHSHGPQFGSEVELRHS 1306
Pan troglodytes -RLFSIRHRSLHRHSHGPQFDSEVELRHS 1304
Oryctolagus cuniculus -RLFSIRYQSL-RQPHHGPQFGSEVELRHS 1310
Bos taurus -RLFSIRHHSLRGPHR---GPQFGSEVELRHS 1306
Rattus norvegicus -RLYNIHNHHSLRRPHRGPQFGSEVELRHS 1313 
Mus musculus -RLYNIRNHHSLRRPHRGPQFGSEVELRHS 1312
PKC PKA CK2
 
Abb.7: Proteinsequenzvergleiche des cytoplasmatischen ACE-Segmentes verschiedener 
Spezies.  Die 28 Aminosäuren umfassende Proteinsequenz des intrazellulären Segmentes von 
humanem ACE wurde mit der entsprechenden Sequenz von Schimpanse (Pan troglodytes), 
Kaninchen (Oryctolagus cuniculus), Rind (Bos taurus), Ratte (Rattus norvegicus) und Maus (Mus 
musculus) verglichen. Dargestellt sind die intrazellulären Aminosäuren der verschiedenen Spezies, 
die Serin- bzw. Tyrosinreste sind hervorgehoben und die putativen Proteinkinasen für die 
entsprechenden Reste angegeben. Die letzten 13 Aminosäuren sind aufgrund der vollständigen 
Homologie innerhalb aller untersuchten Spezies unterstrichen, sowie die Aminosäureanzahl der 
jeweiligen Proteinsequenzen jeweils rechts vermerkt. 
 
Zwei Formen von ACE können in Endothelzellen detektiert werden: die unreife 
„Precursor“-Form des Enzyms (preACE), die aufgrund der noch unvollständigen 
Glykosylierung ein Molekulargewicht von etwa 170 kDa aufweist und die intrazellulär 
hauptsächlich im endoplasmatischen Retikulum sowie im Golgi-Apparat lokalisiert ist, 
und die reife Form des Enzyms (pmACE), welche 180 kDa umfasst und in die 
Plasmamembran integriert ist. Da humane Nabelschnurvenenendothelzellen 
(HUVEC) aufgrund der von Passage zu Passage abnehmenden ACE-Expression nur 
als Primärkultur verwendet werden konnten (141) und damit nur begrenzt 
Untersuchungsmaterial zur Verfügung stand, wurde zusätzlich eine ACE-
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überexprimierende Zellinie zur Untersuchung von ACE generiert. Hierzu wurden 
hochpassagierte Schweineaortenzellen (PAEC), die endogen kein ACE mehr 
exprimieren, mit humanem Wildtyp-ACE stabil transfiziert, und auf ihre Tauglichkeit 
als geeignetes Zellsystem im Vergleich zu HUVEC untersucht (Abb.8). Dazu wurde 
zunächst der Proteinreifungsprozess von ACE in diesen stabil transfizierten Zellen 
betrachtet, indem zu verschiedenen Zeiten nach dem Umsetzen die Zellen lysiert, 
und das Zelllysat im SDS-Gel aufgetrennt wurde. 













































-/- WT7 WT14 WT16 WT17 WT19 WT12
Abb.8: Reifungsprozess des ACE in Primärkulturen von humanen Nabelschnurendothelzellen 
(HUVEC) und stabil transfizierten Schweineaortenendothelzellen (PAEC).  A, Repräsentativer 
Western-Blot, der den ACE-Proteinreifungsprozess von der unreifen „Precursor“-Form (preACE) bis 
hin zur vollständig gereiften, an die Plasmamembran gebundenen Form des Enzyms (pmACE) zeigt. 
Dazu wurden die stabil mit humanem Wildtyp-ACE-transfizierten Schweineaortenzellen (PAEC) 12 bis 
48 Stunden nach Umsetzen lysiert, und die Lysate im SDS-Gel aufgetrennt. B, Repräsentativer ACE-
Western-Blot, der den Einfluss der Hemmung des Proteintransportes vom Golgiapparat zur 
Plasmamembran auf den Reifungsprozess von ACE zeigt. Konfluente Primärkulturen humaner 
Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC) oder konfluente, humanes Wildtyp-ACE-
überexprimierende PAEC wurden über fünf Stunden mit Lösungsmittel (CTL) oder Brefeldin A (BfA; 
5  µg/mL) behandelt, und ACE, nach Lyse der Zellen und Auftrennung der detergenz-löslichen 
Proteine im SDS-Gel, mittels Western-Blot-Verfahren detektiert. C, Im Western-Blot zur Detektion von 
ACE sind beispielhaft die verschiedenen ACE-Expressionslevel einiger stabil mit Wildtyp-ACE 
transfizierter PAEC-Klone (WT7, WT12, WT14, WT16, WT17 und WT19) im Vergleich zu nicht-
transfizierten PAEC (-/-) dargestellt. Das Balkendiagramm darunter zeigt analog dazu je Klon die 
durch Zugabe des spezifischen ACE-Substrates FAPGG gemessene ACE-Aktivität, dargestellt als 
Änderung der Absorption bei 334nm pro min und mg Gesamtprotein (∆A334 min
-1mg
-1). 
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Deutlich wird die Reifung des Enzyms in Abbildung 8A, von dem alleinigen 
Vorkommen der „Precursor“-Form nach 12 Stunden bis hin zur vollständigen 
Integration des Enzyms in die Plasmamembran nach 48 Stunden. Ferner führt auch 
die Hemmung des vesikulären Transportes zwischen dem Endoplasmatischen 
Retikulum, dem Golgi-Apparat und der Plasmamembran durch fünfstündige 
Behandlung der Zellen mit Brefeldin A (5 µg/mL)  in beiden Zelltypen zu einer 
verringerten Insertion von ACE in die Plasmamembran und verstärktem Auftreten der 
„Precursor“-ACE-Bande (170 kDa, Abb.8B). Da dies in beiden Zelltypen zu 
beobachten ist, kann von einem einheitlichen Reifungsprozess des Enzyms 
ausgegangen werden. Durch die Bestimmung der ACE-Aktivität konnte gezeigt 
werden, dass ACE aktiv in den verschiedenen Klonen ACE-überexprimierender 
Zellen (Abb.8C) vorliegt, so dass dieses Zellsystem für die Erforschung von ACE 
geeignet ist. 
 
3.2. Phosphorylierung von ACE in Endothelzellen 
Um zu überprüfen, ob ACE in Endothelzellen phosphoryliert werden kann, wurden 
stabil mit humanem Wildtyp-ACE transfizierte PAEC über 12 Stunden mit 
radioaktivem Phosphat markiert, die Zellen anschliessend lysiert, ACE 
immunpräzipitiert und das Präzipitat im SDS-Gel aufgetrennt. Die Autoradiographie 
im Vergleich zum Western-Blot eines solchen Versuches zeigt deutlich, dass das 
plasmamembranäre ACE (pmACE, 180 kDa) phosphoryliert vorliegt (Abb.9A). Die 
Vorinkubation der Zellen mit dem CK2-Inhibitor 5,6-dichloro-1-β-D-
ribofuranosylbenzimidazol (DRB, 100 µmol/L, 12 Stunden) führte zu einer Reduktion 
der Phosphorylierung von pmACE, wohingegen nach Vorbehandlung der Zellen mit 
dem PKC-Inhibitor RO 31-8220 (30 nmol/L) über verschiedene Zeiträume eher eine 
verstärkte pmACE-Phosphorylierung zu verzeichnen war. Ein direkter Effekt der PKC 
auf die ACE-Phosphorylierung scheint demnach nicht vorzuliegen. Da die Hemmung 
der PKC sich positiv auf die ACE-Phosphorylierung auswirkt, könnte der PKC ein 
negativ regulatorischer Effekt auf die Phosphorylierungsvorgänge zuzuschreiben 
sein (siehe Abschnitt 3.12). Der Einfluss von DRB auf die Phosphorylierung von 
pmACE wurde auch in Primärkulturen von HUVEC beobachtet (Abb.9B), wobei hier 
eindeutig die Zeitabhängigkeit des reduzierenden Effektes von DRB auf die ACE-
Phosphorylierung gezeigt werden konnte. Zudem wurde beobachtet, dass die Menge 
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des immunpräzipitierten ACE in diesen Zellen nach Behandlung mit DRB abnahm, 
was auf einen Verlust zellulär gebundenen, immunpräzipitierbaren ACE hindeutete. 
Eine Reduktion des 
32P-ACE/ACE-Verhältnisses war dennoch zu verzeichnen und ist 







































































Abb.9: Einfluss der Hemmung der Proteinkinase CK2 auf die Phosphorylierung von ACE.               
A, Autoradiographie (
32P ACE) und Western-Blot (ACE), die den Einfluss der Behandlung mit dem 
spezifischen CK2-Inhibitor Dichloro-1-β-D-ribofuranosylbenzimidazol (DRB) auf die Phosphorylierung 
von ACE repräsentativ zeigen. Wildtyp-ACE-überexprimierende Schweineaortenzellen (PAEC) waren 
über 12 Stunden in der Ab- oder Anwesenheit von DRB (100 µmol/L) mit radioaktivem Phosphat 
markiert worden, bevor ACE nach Lyse der Zellen immunpräzipitiert wurde. Unten: Statistische 
Analyse des 
32P-ACE/ACE-Verhältnisses (densitometrische Auswertung vier unterschiedlicher 
Experimente).  B, Primärkulturen von humanen Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) wurden mit 
radioaktivem Phosphat beladen und parallel über verschiedene Zeiten mit dem CK2-Inhibitor DRB 
(100 µmol/L; vier bis elf Stunden) oder Lösungsmittel (CTL) inkubiert. Nach ACE-Immunpräzipitation 
und Gelelektrophorese wurde die Phosphorylierung von ACE anhand der Autoradiographie (
32P ACE) 
und des Western-Blots (WB: ACE) densitometrisch quantifiziert. Unten: Statistische 
Zusammenfassung des 
32P-ACE/ACE-Verhältnisses (n=3, **P<0,01; ***P<0.001 gegenüber 
Kontrollbehandlung). 
 
3.3. Identifizierung ACE-assoziierter Proteine 
ACE wurde aus Endothelzellen immunpräzipitiert und das erhaltene Präzipitat nach 
der Auftrennung im SDS-Gel gefärbt (Silber- oder Coomassiefärbung, Abb.10A), um 
co-präzipitierte Proteine anhand ihres Molekulargewichtes und mittels 
Proteinsequenzierung identifizieren zu können. Parallel hierzu wurde ein 
synthetisches Peptid, das dem 28 Aminosäuren umfassenden cytoplasmatischen 
Anteil von ACE (ACEct) entspricht, an Sepharose gekoppelt, dies als Säulenmaterial 
für die Affinitätschromatographie genutzt und mit Endothelzelllysat überschichtet. Die 
gebundenen Proteine wurden mit einer hohen Salzkonzentration eluiert und die 
Eluate nach Auftrennung im SDS-Gel mittels Silberfärbung (Abb.10B) oder nach 
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Transfer auf Nitrozellulose mittels spezifischer Antikörper (Abb.10C) untersucht. Die 
Co-Immunpräzipitation sowie auch die Affinitätschromatographie lieferten einheitliche 
Ergebnisse. So finden sich assoziiert an natives ACE, sowie dem ACEct, die 
schwere Kette nicht-muskulären Myosins (non-muscle myosin heavy chain, NMMHC, 
226 kDa), β-Aktin (47 kDa), die CK2 α und α´ Untereinheit (45 und 40 kDa) sowie 




































Abb.10: Identifizierung von Proteinen, die an ACE oder ein Peptid, das dem intrazellulären 
Segment von ACE entspricht, gebunden sind.  A, Repräsentative Silber- (links, Gel) und 
Coomassie-Färbung (rechts, PVDF-Membran), die die Anwesenheit verschiedener Proteine in ACE-
Immunpräzipitaten aufzeigen, wobei die schwere Kette nicht-muskulären Myosins (NMMHC, 226 
kDa), ACE (180 kDa), β-Aktin (47 kDa), CK2 (α and α´ Untereinheit, 45 und 49 kDa) sowie Annexin 2 
(36 kDa) identifiziert werden konnten. ACE wurde immunpräzipitiert von Wildtyp-ACE-
überexprimierenden Schweineaortenzellen (PAEC), die Präzipitate im Gel aufgetrennt und die 
assoziierten Proteine im Gel silbergefärbt oder nach Transfer auf PVDF-Membran mit Coomassie 
gefärbt. Die Laufstrecken verschiedener Proteine bekannten Molekulargewichtes im Gel sind zur 
Orientierung angegeben (MW [kDa]). B, Repräsentative Silberfärbung eines Gels und C, Western-
Blots zur Demonstration der an den cytoplasmatischen Anteil von ACE (ACEct) bindenden Proteine. 
Nonidet-lösliches Zellextrakt nativer PAEC wurde über eine ACEct-gekoppelte 
Affinitätschromatographie-Säule gegeben und die an das Säulenmaterial gebundenen Proteinen 
eluiert. Nach Auftrennung im SDS-Gel wurden die Proteine entweder durch Silberfärbung im Gel 
nachgewiesen (B) oder mittels Western-Blot-Verfahren unter Verwendung spezifischer Antikörper (C) 
identifiziert (NMMHC, β-Aktin, CK2 und Annexin 2). Als Positivkontrolle (+ve CTL) im Western-Blot 
wurde ein Homogenat aus Rattenhirn verwandt. 
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Analysen mittels spezifischer Antikörper festgestellt, sondern im Fall von NMMHC, β-
Aktin und Annexin 2 auch durch N-terminale Proteinsequenzierung bestätigt (Merck, 
Darmstadt). 
Ferner wurden noch weitere Proteine mittels Gelfärbung sichtbar, die mit ACE bzw. 
ACEct assoziiert sind, wobei eine Bande bei 70 kDa auf eine PKC-Isoform hindeuten 
könnte. Allerdings liess sich dies weder durch Western-Blot-Analyse mittels 
spezifischer Antikörper gegen verschiedene PKC-Isoformen noch durch N-terminale 
Proteinsequenzierung dieser Bande aufgrund unzureichend co-präzipitierter 
Proteinmengen bestätigen. Allerdings wurde mittels weiterer Co-
Immunpräzipitations-Studien  in Endothelzellen die Assoziation verschiedener 
bekannter Kinasen und Phosphatasen mit ACE untersucht, wobei die Präsenz von 
ACE in Immunpräzipitaten der Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK) JNK 

















Abb.11: Assoziation von ACE mit der c-Jun NH2-terminalen Kinase (JNK) und der 
Proteinphosphatase PP1. A, Repräsentative Western-Blots für ACE (WB: ACE) und JNK (WB: JNK; 
p46JNK und p55JNK), die die Präsenz von ACE in JNK-Immunpräzipitaten aus Wildtyp-ACE-
überexprimierenden Schweineaortenzellen (PAEC) zeigen. B, Repräsentative Western-Blots für ACE 
(WB: ACE) und PP1 (WB: PP1), die die Co-Präzipitation der Phosphatase mit ACE aus ACE-
überexprimierenden PAEC (+ACE) zeigen, sowie C, die Co-Präzipitation von ACE mit PP1. In beiden 
Versuchen (B und C) wurden ACE-defiziente PAEC (-ACE) als negativ Kontrolle verwandt. 
 
Die JNK war in ACE-Immunpräzipitaten schlecht nachweisbar, da der zur 
Immunpräzipitation benutzte Antikörper bei einem Molekulargewicht von etwa 55 kDa 
im Gel erscheint, und damit Detektion der MAPK gleichen Molekulargewichtes 
verhindert. Eine Assoziation von ACE mit den MAPK ERK 1/2 oder p38 konnte nicht 
nachgewiesen werden. Zur Identifizierung möglicher ACE-gebundener 
Proteinphosphatasen, die an der Dephosphorylierung von ACE beteiligt sein 
könnten, konnte mittels spezifischer Antikörper die Anwesenheit der Ser/Thr-
Phosphatase PP1 in ACE-Immunpräzipitaten aus Wildtyp-ACE-überexprimierenden 
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PAEC beobachtet werden (Abb.11B). Da sich in ACE-Immunpräzipitaten aus ACE-
defizienten PAEC keine PP1 fand, konnte ein unspezifisches Erkennen der 
Phosphatase durch den ACE-Antikörper ausgeschlossen werden. Desweiteren fand 
sich ACE ebenso in PP1-Immunpräzipitaten ACE-überexprimierender Endothelzellen 
(Abb.11C), wobei der Versuch zur Kontrolle ebenfalls wieder an ACE-defizienten 
PAEC durchgeführt wurde. Eine Bindung der Proteinphosphatase PP2A an ACE 
konnte hingegen nicht nachgewiesen werden. Die PP2A wurde weder mit ACE, noch 
ACE mit der PP2A aus Wildtyp-ACE-überexprimierenden PAEC co-präzipitiert. 
Auffallend war auch, dass nach Stimulation humaner Endothelzellen sowie Wildtyp-
ACE-überexprimierender PAEC mit dem ACE-Inhibitor Ramiprilat oder dem ACE-
Substrat Bradykinin stimulations- und zeitabhängig eine 90 kDa Proteinbande in 
ACE-Immunpräzipitaten erschien, die durch einen spezifisch gegen die N-terminale 
Domäne des Enzyms gerichteten ACE-Antikörper erkannt wurde (Abb.12). Eine 
Unspezifität des ACE-Antikörpers, der zur Immunpräzipitation verwandt wurde, 
gegenüber dieser Bande kann ausgeschlossen werden, da in unbehandelten 
Endothelzellen nur schwach das 90 kDa Protein zu finden war, sowie nicht in ACE-
Immunpräzipitaten aus ACE-defizienten Zellen. Leider konnte die Identifizierung des 
Proteins mittels N-terminaler Sequenzierung nicht erreicht werden. Da jedoch ein 
ACE-Antikörper dieses Protein in der Immunpräzipitation und ein anderer es im 











Abb.12: Stimulationsabhängig erscheint in ACE-Immunpräzipitaten ein 90 kDa-Protein. 
Primärkulturen von humanen Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) wurden über 2, 5 und 7 Minuten 
entweder mit Ramiprilat (Rami; 100 nmol/L) oder Bradykinin (BK; 100 nmol/L) stimuliert, oder mit 
beiden Substanzen nacheinander (BK 5 Minuten und Rami 2 Minuten). In den im Western-Blot 
analysierten ACE-Immunpräzipitaten dieser Zellen wurde in den stimulierten gegenüber den 
unbehandelten Zellen (CTL) verstärkt eine zweite Proteinbande bei etwa 90 kDa durch den ACE-
Antikörper detektiert. Die Menge immunpräzipitierten ACE war im Vergleich vollkommen unbeeinflusst 
durch die Stimulation (Proteinbande bei 180 kDa). 
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3.4. ACE-assoziierte CK2 ist aktiv und phosphoryliert ACE und 
ACEct in vitro 
Der Nachweis der CK2 in ACE-Immunpräzipitaten aus Endothelzellen liess sich 
durch Western-Blot-Analyse unter der Verwendung eines CK2-spezifischen 
Antikörpers bestätigen (Abb.13A), ebenso wie sich ACE mit der CK2 co-präzipitiert 
fand  (Abb.13B). Die immunpräzipitierte CK2 erscheint im Western-Blot nach 
Immunpräzipitation als Schmierbande, da der für die Immunpräzipitation verwandte 
CK2-Antikörper spezifisch das denaturierte Protein erkennt. Da jedoch unter nativen 
Bedingungen gearbeitet werden musste, um die Co-Präzipitation beobachten zu 
können, ist eine Auftrennung der beiden α-Untereinheiten der CK2 nicht möglich. 
Mittels eines radioaktiven in vitro Kinaseversuches unter Verwendung eines 
spezifischen CK2-Substrates konnte auch die Aktivität der assoziierten CK2 in ACE-
Immunpräzipitaten demonstriert werden, sowie deren Sensitivität gegenüber dem 


















































Abb.13: Co-Präzipitation von aktiver CK2 mit ACE. A, CK2 findet sich in ACE-Immunpräzipitate 
aus Lysaten von Primärkulturen humaner Nabelschnurendothelzellen (HUVEC), wie mittels Western-
Blot-Verfahren unter Verwendung ACE- (WB:ACE) bzw. CK2-spezifischer Antikörper (WB: CK2) 
nachgewiesen werden konnte (oben). Ein Homogenat aus dem Hirn der Ratte diente im Western-Blot 
als Positivkontrolle für CK2 (+ve CTL). Unten: Aktivität der ACE-assoziierten CK2 in Ab- (CTL) oder 
Anwesenheit von DRB (100 µmol/L, 30 min), bestimmt als Phosphorylierung des CK2-Substrates. Die 
Kinaseaktivität wurde nach Zugabe eines spezifischen CK2-Substrates in Gegenwart von [γ
32P]ATP in 
ACE-Immunpräzipitaten aus ACE-überexprimierenden Schweineaortenendothelzellen (PAEC) 
gemessen (Ergebnisse aus sechs unabhängigen Experimenten). B, Western-Blots, welche die Co-
Immunpräzipitation von ACE (WB: ACE) mit der aus ACE-überexprimierenden PAEC 
immunpräzipitierten CK2 (WB: CK2) zeigen. 
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Desweiteren wurden ACE-Immunpräzipitate in radioaktiven in vitro 
Phosphorylierungsversuchen eingesetzt, um die Phosphorylierung von ACE durch 
eine kommerziell erhältliche, konstitutiv aktive CK2 in Gegenwart von [γ-
32P]ATP zu 
überprüfen. Nach Auftrennung des im Versuch eingesetzten Immunpräzipitates 
mittels SDS-Gelelektrophorese wurde der Anteil des phosphorylierten ACE (
32P-
ACE/ACE) nach densitometrischer Analyse der Autoradiographie (
32P pmACE) und 
des Western-Blots (pmACE) bestimmt (Abb.14A), wobei die CK2 eindeutig als 
potentiell ACE-phosphorylierende Kinase identifiziert werden konnte. Die CK2-
vermittelte ACE-Phosphorylierung war verringert in Gegenwart von DRB und kaum 
zu detektieren in Abwesenheit extern zugegebener, aktiver CK2, wobei die 
verbleibende Phosphorylierung wahrscheinlich durch die ohnehin ACE-assoziiierte 
CK2 hervorgerufen wurde. Ebenso wurden die Peptide ACEct und Asp-ACEct 
(entsprechend ACEct, wobei alle phosphorylierbaren Serinreste gegen Aspartat 










































CTL DRB CTL DRB

































Abb.14:  In vitro Phosphorylierung von ACE und ACEct durch aktive CK2. A, In der 
Autoradiographie (
32P  pmACE) im Vergleich zum Western-Blot (pmACE) ist die in vitro 
Phosphorylierung immunpräzipitierten ACE durch die Zugabe einer konstitutiv aktiven CK2 unter 
Kontrollbedingungen (CTL) oder in Gegenwart von DRB (DRB) erkennbar, sowie das 
autoradiographische Signal ohne Zugabe externer CK2 (-CK2). Unten: Statistische 
Zusammenfassung des prozentual auf die Kontrollwerte bezogenen 
32P-ACE/ACE-Verhältnisses drei 
unabhängiger Experimente. B, Autoradiographie (
32P ACEct) und Western-Blot (ACEct), unter 
Verwendung eines gegen die cytoplasmatische Domäne von ACE (ACEct) gerichteten Antikörpers, 
die die in vitro Phosphorylierung des ACEct-Peptides bzw. des Asp-ACEct-Peptides (alle Serinreste 
ACEct durch Alanin ersetzt) in Ab- (CTL) oder Anwesenheit des CK2-Inhibitors (DRB) zeigen. Unten: 
Densitometrische Auswertung des Verhältnisses von 
32P-ACEct/ACEct, prozentual bezogen auf die 
ACEct-Phosphorylierung unter Kontrollbedingungen (n=3, *P<0,05; **P<0.01 gegenüber Kontrollen). 
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Die Autoradiographie (
32P ACEct) wurde im Vergleich zur Proteinmenge, die im 
Western-Blot (ACEct) unter Verwendung eines ACEct-spezifischen Antikörpers 
ermittelt wurde, densitometrisch betrachtet. Dabei ergab sich, dass auch die 
Phosphorylierung von ACEct, nicht aber von Asp-ACEct, durch die CK2 katalysiert 
werden kann, was durch die Gegenwart von DRB signifikant gehemmt werden 
konnte (Abb.14B). Die Phosphorylierung von ACE durch die CK2 kann demnach an 
den intrazellulären Serinresten von ACE erfolgen. Da die CK2 aber auch nach 
Sekretion extrazellulär als aktive Kinase vorliegt, musste die intrazelluläre 
Phosphorylierung von ACE in Endothelzellen mit verschiedenen, im folgenden 
beschriebenen Versuchen überprüft werden. 
Wurden die in vitro Phosphorylierungsversuche in Gegenwart einer konstitutiv 
aktiven PKC anstelle aktiver CK2 durchgeführt, konnte die Phosphorylierung 
immunpräzipitierten ACE aus Endothelzellen nicht nachgewiesen werden (Abb.15). 
Zur Überprüfung des Versuches wurde die Autophosphorylierung der zugegebenen 
PKC detektiert. Vergleiche der phosphorylierten Form der PKC (
32P PKC) mit der 
unphosphorylierten Form (PKC) zeigten deutlich die Autophosphorylierung der 
Kinase, sowie deren Hemmung in Anwesenheit des PKC-Inhibitors RO 31-8220 (300 
nmol/L). Auch die in vitro Phosphorylierung von ACE hätte demnach erfolgen 
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Abb.15: Überprüfung der möglichen
Phosphorylierung von ACE durch aktive PKC.
Autoradiographien, die repräsentativ die PKC-
vermittelte  in vitro Phosphorylierung von
immunpräzipitiertem ACE (
32P ACE) und die
Autophosphorylierung der PKC (
32P PKC) in Ab- oder
Anwesenheit des PKC-Inhibitors RO 31-8220 (- bzw.
+ RO 31-8220; 300 nmol/L) im Vergleich zu den
entsprechenden Western-Blots (ACE bzw. PKC)
zeigen. ACE wurde immunpräzipitiert aus ACE-
überexprimierenden PAEC, bevor [γ
32P]ATP und
aktive PKC den Immunpräzipitaten zugesetzt wurde.
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3.5. Einfluss der ACE-Phosphorylierung auf die Integration des 
Enzyms in die Plasmamembran 
Eine Metalloproteinase, die sogenannte ACE-Sekretase, spaltet ACE innerhalb der 
extrazellulären, juxtamembranär gelegenen „Stalk“-Region, wodurch die 175 kDa 
große, lösliche Form des Enzyms (solACE) entsteht. Da dieser Prozess der 
Sekretion reguliert wird, war der Einfluss der Phosphorylierung von ACE auf diesen 
Prozess zu untersuchen. Dazu wurde nach 
32P-Markierung ACE-überexprimierender 
Endothelzellen ACE aus dem Zellmedium sowie aus dem Nonidet-löslichen Zelllysat 
mit einem ACE-Antikörper, der sich gegen die N-terminale Domäne des Enzyms 
richtete, immunpräzipitiert. Nach Auftrennung im SDS-Gel wurden die 
Immunpräzipitate mittels Autoradiographie (
32P ACE) und Western-Blot-Verfahren 
unter Zuhilfenahme verschiedener ACE-spezifischer Antikörper untersucht 
(Abb.16A). Im Gegensatz zu der deutlich sichtbaren Phosphorylierung von zellulär 
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Abb.16: Charakterisierung löslichen ACE und Einfluss des CK2-Inhibitors DRB auf die Menge 
löslichen ACE in den Zellkulturüberständen. A, Analyse des zellulären und des löslichen ACE, 
immunpräzipitiert aus den Lysaten (Lys) oder Kulturmedien (Med) 
32P-markierter ACE-
überexprimierender Schweineaortenendothelzellen (PAEC). Gezeigt sind die Autoradiographie (
32P 
ACE), sowie die Western-Blots für ACE, die durch die Inkubation mit einem gegen die N-terminale 
Domäne (ACE) bzw. zweier gegen die intrazelluläre Domäne des Enzyms gerichteten Antikörpern 
(mono- und polyklonal ACEct-Antikörper, ACEct mAB und pAB) erhalten wurden. B, Repräsentativer 
Western-Blot (solACE) sowie statistische Zusammenfassung drei unabhängiger Experimente, die den 
zeitabhängigen Effekt des CK2-Inhibitors DRB (100 µmol/L, 4 bis acht Stunden) auf die Menge 
löslichen ACE, immunpräzipitiert aus dem Zellkulturüberstand ACE-überexprimierender PAEC, im 
Vergleich zu mit Lösungsmittel behandelten Zellen (CTL) zeigen. Die Menge löslichen ACE wurde 
densitometrisch quantifiziert und prozentual auf die solACE-Menge nach achtstündiger DRB-
Behandlung bezogen. (*P<0,05; **P<0.01 gegenüber DRB 8h) 
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Mit Hilfe spezifischer Antikörper, gerichtet gegen den cytoplasmatischen Anteil von 
ACE (ACEct mAB und pAB), war es möglich zu zeigen, dass es sich bei dem hier 
betrachteten nicht-phosphorylierten solACE tatsächlich um die C-terminal-gestutzte 
Form des Enzyms handelte, so dass sich eine intrazelluläre Phosphorylierung des 
Enzyms bestätigte. Um den Zusammenhang zwischen CK2-vermittelter ACE-
Phosphorylierung und der Sekretion des Enzyms aufzuklären, wurden ACE-
überexprimierende Endothelzellen entweder mit Lösungsmittel (DMSO) oder dem 
CK2-Inhibitor DRB (100 µmol/L) über vier bis acht Stunden inkubiert. Das in dieser 
Zeit enstandene solACE wurde aus dem Zellmedium der Zellen immunpräzipitiert 
und die Menge des sekretierten Enzyms mittels spezifischer ACE-Antikörper im 
Western-Blot bestimmt. Die densitometrische Auswertung ergab einen 16- bis 20-
fachen Anstieg in der ACE-Sekretion bedingt durch die Anwesenheit des CK2 
Inhibitors DRB (Abb.16B). Ähnliches konnte an konfluenten Primärkulturen humaner 
Nabelschnurendothelzellen gezeigt werden, bei denen ACE hauptsächlich als 
pmACE vorliegt. Die Inkubation mit DRB über acht Stunden reduzierte eindeutig die 
Menge plasmamembranär gebundenen ACE, deutlich anhand der Intensität der 
ACE-Immunfluoreszenz an der Zelloberfläche (durchgeführt an nicht-
permeabilisierten Zellen, Abb.17A), die durch Bestimmung der Pixelintensität pro 






































Abb.17: Einfluss von DRB auf die Menge
plasmamembranären und löslichen ACE




Primärkulturen von HUVEC nach
Behandlung mit Lösungsmittel (CTL) oder
DRB (100 µmol/L) über acht Stunden. Der an
die fixierten Zellen gebundene spezifische
ACE-Antikörper wurde durch einen
Fluorescein-markierten Zweit-Antikörper
mittels konfokaler Mikroskopie detektiert und
durch Aufzeichnung der Pixelintensität pro
Zelle quantifiziert. Unten: Statistische
Zusammenfassung der Pixelintensitäten
sieben unabhängiger Versuche (jeweils fünf
Zellen pro Behandlung betrachtet). (*P<0,05;
gegenüber Kontrolle). B, Western-Blot, der
nach achtstündiger Inkubation der HUVEC
mit Lösungsmittel (CTL) oder DRB die
Menge plasmamembranären ACE (pmACE)
im gesamten Zelllysat (Lys) oder die Menge
löslichen ACE (solACE), immunpräzipitiert
aus dem Zellkulturmedium (Med), aufzeigt. 
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Parallel hierzu fand sich vermehrt solACE im Zellmedium der DRB-stimulierten 
Endothelzellen (Abb.17B), wobei kein sichtbarer Effekt von DRB auf die gesamte 
ACE-Proteinmenge im Lysat auszumachen war, so dass eine Beeinflussung der 
ACE-Expression durch DRB unwahrscheinlich erschien. Um den Zusammenhang 
der Effekte von DRB auf die ACE-Sekretion und auf die ACE-Phosphorylierung 
aufzuklären, wurde eine nicht mehr phosphorylierbare ACE-Mutante (ACE∆S), in der 
alle fünf cytoplasmatisch vorkommenden Serinreste zu Alanin mutiert wurden, mittels 
eines auf PCR-basierenden Mutagenese-Kits generiert. Die Aktivität dieses mutierten 
Enzyms wurde durch die Hydrolyse des spezifischen ACE-Substrates  2-
Furylacryloyl-L-phenylalanin-glycyl-glycin (FAPGG) bestätigt. Mittels 
32P-Markierung 
ACE∆S-überexprimierender PAEC konnte nachgewiesen werden, dass dieses 
Protein in den Endothelzellen nicht phosphoryliert vorliegt (Abb.18A) und auch in 
vitro nicht durch die CK2 phosphoryliert werden kann (Abb.18B). Dies wiederum 









Abb.18: Die Mutation aller intrazellulären Serinreste von ACE zu Alanin verhindert die ACE-
Phosphorylierung. A, Die Autoradiographie (
32P ACE) zeigt die Phosphorylierung des Wildtyp-ACE 
(wtACE) oder der ACE∆S-Mutante (ACE∆S), immunpräzipitiert aus 
32P-markierten PAEC, die 
entsprechend die Wildtyp- oder mutierte Form des Enzyms überexprimieren. Zum Vergleich der 
immunpräzipitierten ACE-Mengen ist der Western-Blot (ACE) abgebildet. B, Dargestellt ist eine 
repräsentative Autoradiographie (
32P ACE) einer CK2-vermittelten in vitro Phosphorylierung von ACE, 
die nach Zugabe von [
32P]γATP und aktiver CK2 zu ACE-Immunpräzipitaten aus wtACE- oder 
ACE∆S-überexprimierenden PAEC erhalten wurde. Der Western-Blot (ACE) zeigt die Menge des 
jeweils immunpräzipitierten ACE. 
 
In konfluenten Wildtyp-ACE(wtACE)-überexprimierenden Endothelzellen liegt ACE 
hauptsächlich inkorporiert in die Plasmamembran vor, und nur geringe Mengen an 
preACE und solACE sind zu detektieren. Bei Vergleichen des Lysates und des 
Zellmediums mit ACE∆S-überexprimierenden Endothelzellen fiel auf, dass trotz des 
Vorkommens von preACE und solACE kein pmACE zu detektieren war (Abb.19A). 
Diese fehlende Membranintegration von ACE∆S wurde bestätigt durch gezielte 
Biotinylierung  und  Immunmarkierung  Zelloberflächen-gebundenen ACE   (Abb.19B  
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Abb.19: Charakterisierung der nicht-
phosphorylierbaren ACE∆S-Mutante. A,
Plasmamembranäres (pmACE) und
Precursor-ACE (preACE) aus Detergenz-
löslichen Zelllysaten (Lys) sowie lösliches
ACE (solACE), immunpräzipitiert aus dem
Zellkulturüberstand (Med) stabil mit wtACE
oder ACE∆S transfizierter PAEC, wurden
nach SDS-PAGE mittels Western-Blot
analysiert. B und C, Repräsentative ACE-
Western-Blots, die das Fehlen von pmACE
in ACE∆S- gegenüber wtACE-
überexprimierenden PAEC aufzeigen.
Dazu wurden die Zelloberflächenproteine
der Zellen vor der Lyse mit Biotin (B) oder
einem spezifischen ACE-Antikörper (C)
markiert, nach der Lyse mittels Streptavidin
oder einem Gemisch aus Protein A/G-
Sepharose präzipitiert und im Gel
aufgetrennt (PM). Zur Detektion des nicht
markierten und präzipitierten ACE wurden
parallel Aliqouts des gesamten Zelllysates
(Lys) aufgetragen. 
und C). Die selektive Immunmarkierung von pmACE mit einem gegen den N-
Terminus gerichteten Antikörper und die Biotinylierung von Oberflächenproteinen war 
an intakten Zellen vor der Lyse durchgeführt worden, so dass die Markierung 
intrazellulärer Proteine ausgeschlossen war. Vergleiche des gesamten Zelllysates 
mit den markierten Proteinen ermöglichten den Nachweis, dass im Gegensatz zu 
wtACE in stabil transfizierten Zellen ACE∆S nicht in die Plasmamembran integriert 
ist. Ferner konnte auch mittels ACE-Immunfluoreszenz an der Zelloberfläche nicht-
permeabilisierter Zellen, wie schon an HUVEC vorher gezeigt, die fehlende 
Plasmamembranintegrität von ACE∆S verdeutlich werden, da in Abwesenheit von 
Detergenz keine Immunfärbung der Zelloberfläche zu verzeichnen war. Wurde die 
Immunfärbung jedoch nach Permeabilisierung der Zellen mit einem Detergenz 
durchgeführt, konnte deutlich intrazelluläres ACE in ACE∆S-transfizierten PAEC 
nachgewiesen werden (Abb.20A). Im Gegensatz dazu war wtACE sowohl in der 
Plasmamembran unpermeabilisierter, stabil transfizierter PAEC wie auch in den 
intrazellulären Kompartimenten dieser Zellen detektierbar. 


































Abb.20: Intrazelluläre Lokalisation der nicht-phosphorylierbaren ACE∆S-Mutante, sowie der 
Einfluss von DRB auf deren Sekretion. A, ACE-Immunfluoreszenz stabil mit Wildtyp-ACE (wtACE) 
oder ACE∆S transfizierter PAEC in Gegenwart (+Tx-100) oder Abwesenheit (-Tx-100) eines 
Detergenz. Der an die Zellen gebundene ACE-Antikörper wurde mittels Fluorescein-konjugierten IgGs 
im konfokalen Mikroskop detektiert. B, Nach achtstündiger Inkubation der ACE∆S-überexprimierenden 
PAEC mit Lösungsmittel (CTL) oder DRB wurde mittels Western-Blot-Verfahren die ACE-Menge 
(preACE) im gesamten Zelllysat (Lys) oder die Menge löslichen ACE (solACE), immunpräzipitiert aus 
dem Zellkulturmedium (Med), analysiert. Unten: Densitometrische Auswertung der Western-Blots; 
prozentual bezogen auf die Menge solACE unter Kontrollbedingungen (n=4). 
 
Die Hemmung der CK2-vermittelten ACE-Phosphorylierung durch DRB hat auf die 
Sekretion der ohnehin nicht-phosphorylierbaren Mutante ACE∆S keinen Einfluss, wie 
durch die Immunpräzipitation von ACE∆S aus dem Medium ACE∆S-
überexprimierender Zellen nach Behandlung mit DRB oder Lösungsmittel über acht 
Stunden deutlich wurde (Abb.20B). Die detektierten ACE-Mengen im Lysat und 
Medium der Zellen nach unterschiedlicher Behandlung waren identisch, erkennbar 
im Western-Blot. 
 
3.6. Vergleiche der ACE-Punktmutanten ACE(S1253A), 
ACE(S1263A) und ACE(S1270A) 
Da gezeigt werden konnte, dass die nicht-phosphorylierbare ACE-Mutante ACE∆S, 
bei der alle cytoplasmatischen Serinreste zu Alanin mutiert worden waren, nicht mehr 
in die Plasmamembran von Endothelzellen integriert wurde, blieb zu klären, welcher 
der fünf intrazellulären Serinreste ACE phosphoryliert und inwiefern dadurch die 
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Integration des Enzyms in die Plasmamembran beeinflusst werden kann. Da nur drei 
dieser Serinreste innerhalb der Konsensussequenz bekannter Kinasen liegen, 
wurden nur diese Serinreste (Ser
1253, Ser
1263 und Ser
1270) jeweils durch Alanin 
ausgetauscht. Die Punktmutation der Serinreste wurde mittels eines auf PCR-
basierenden Mutagenese-Kits durchgeführt, die Mutationen durch Sequenzierung 
bestätigt und die mutierten Proteine ACE(S1253A), ACE(S1253A) und ACE(S1270A) 
in PAEC stabil überexprimiert. Die Aktivität der mutierten ACE-Enzyme wurde mittels 
FAPGG-Hydrolyse bestätigt. 
3.6.1. Mutation des Ser
1270-Restes verhindert die Phosphorylierung von 
ACE 
Mittels 
32P-Markierung wurde die Phosphorylierung der in PAEC überexprimierten 
ACE-Punktmutanten nach Immunpräzipitation des Enzyms untersucht und 
densitometrisch durch Vergleich der Autoradiographie mit dem ACE-Western-Blot die 
Phosphorylierung als Verhältnis von
 32P-ACE/ACE bestimmt (Abb.21A). Dabei wurde 
deutlich, dass allein die Mutation des Ser
1270-Restes die Phosphorylierung des 
Enzyms signifikant verringerte. Im Gegensatz zur Ser
1270-Mutation blieb die Ser
1263-
Mutation innerhalb der PKA-Konsensussequenz ohne Auswirkung auf die ACE-
Phosphorylierung im Vergleich zur Wildtyp-Form des Enzyms. Leicht erhöht erschien 
jedoch die Phosphorylierung der ACE(S1253A)-Mutante, wobei in der statistischen 
Analyse des 
32P-ACE/ACE-Verhältnisses diese Erhöhung sich als nicht signifikant 
gegenüber der Phosphorylierung des Wildtyp-ACE herausstellte. Da trotz gleicher 
Effizienz der Immunpräzipitation nur für immunpräzipitiertes ACE(S1270A) kein 
autoradiographisches Signal detektiert wurde, kann der Ser
1270-Rest als 
hauptsächliche Phosphorylierungsstelle von ACE angenommen werden. 




Um den Einfluss der verschiedenen Punktmutationen auf die Sekretion der drei ACE-
Mutanten zu untersuchen, wurde die jeweilige Menge sekretierten ACE über einen 
bestimmten Zeitraum verglichen, wobei das lösliche Enzym aus dem 
Zellkulturmedium mittels eines spezifischen ACE-Antikörpers immunpräzipitiert 
wurde. Die Immunpräzipitate wurden im Gel aufgetrennt und die Menge löslichen 
ACE (solACE) densitometrisch als prozentuales Verhältnis zur Sekretion von wtACE 
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unter Basalbedingungen verglichen (Abb.21B), wobei sich eine verstärkte Sekretion 
der nicht-phosphorylierten ACE(S1270A)-Mutante gegenüber Wildtyp-ACE 
abzeichnete. Die Sekretion der ACE(S1263A)-Mutante war hingegen weitgehend 
identisch zur Sekretion des wtACE. Verglichen mit dem Wildtyp-Enzym war auch die 
PKC-Mutante ACE(S1253A) auffallend, die wie ACE(S1270A) verstärkt sekretiert 
wurde. Demzufolge scheint nicht nur die Hemmung der Phosphorylierung durch 
Mutation des Ser
1270-Restes zu verstärkter Sekretion zu führen, sondern auch die 
Mutation des Ser




























































wtACE S1253A S1263A S1270A  
Abb.21: Phosphorylierung und Sekretion der ACE-Punktmutanten ACE(S1253A), ACE(S1263A) 
und ACE(S1270A). A, Repräsentative Autoradiographie (
32P ACE) zur Demonstration der 
Phosphorylierung der verschiedenen Punktmutanten ACE(S1253A), ACE(S1263A) und ACE(S1270A) 
im Vergleich zu Wildtyp-ACE (wtACE). Die mutierten ACE-Proteine wurden wie wtACE stabil in PAEC 
überexprimiert, nach 
32P-Markierung der Zellen immunpräzipitiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. 
Zum Vergleich der Menge immunpräzipitierten ACE-Proteins ist der Western-Blot gezeigt (ACE). 
Unten: 
32P-ACE/ACE-Verhältnis, prozentual bezogen auf die Phosphorylierung des wtACE, (n=3). B, 
Western-Blot (solACE), der die Menge löslichen ACE, immunpräzipiert aus den Zellkulturüberständen 
stabil mit der jeweiligen ACE-Punktmutante transfizierten PAEC nach achtstündiger Inkubation, zeigt. 
Unten: Densitometrische Auswertung der Menge des jeweils löslichen ACE je ACE-Mutante, 
prozentual bezogen auf die des wtACE. (***P<0.001 gegenüber solACE Wildtyp-ACE-transfizierter 
PAEC) 
 
3.7. Plasmamembranverankerung und Sekretion von ACE(S1270A)  
Die Hemmung der Phosphorylierung von ACE durch Mutation aller intrazellulären 
Serinreste oder Stimulation mit dem CK2-Inhibitor DRB verhinderte bzw. verringerte 
die Menge plasmamembranär gebundenen ACE, wobei die ACE-Sekretion sich 
erhöhte. Ob auch der Ser
1270-Rest, welcher ebenfalls die Phosphorylierung von ACE 
unterdrückt und die Sekretion des Enzyms erhöht, eine entscheidende Rolle für die  





Zelloberfläche.  Abbgebildet ist die
ACE-Immunfluoreszenz nicht
permeabilisierter, stabil mit Wildtyp-
ACE (wtACE) oder ACE(S1270A)
transfizierter PAEC. Der an das
Zelloberflächen-ACE gebundene
Antikörper wurde mittels Fluorescein-
konjugierten IgGs im konfokalen
Mikroskop detektiert. 
Präsenz des Enzyms in der Plasmamembran spielt, wurde durch 
immunhistochemische Untersuchungen an nicht-permeabilisierten Endothelzellen, 
die die punktmutierte Form des Enzyms ACE(S1270A) überexprimieren, überprüft 
(Abb.22). Obwohl ACE(S1270A) in der Plasmamembran der überexprimierenden 
Endothelzellen nachweisbar war, wurde dennoch weniger pmACE-Protein verglichen 
mit Wildtyp-ACE-transfizierten Zellen detektiert. Obwohl unter Basalbedingungen 
eine erhöhte Sekretion des ACE(S1270A) gegenüber wtACE nachgewiesen werden 
konnte, führte die Stimulation mit dem Phorbolester Phorbol-12-Myristat-13-Acetat 
(PMA, 300 nmol/L, 8 Stunden), der als ein Aktivator der bis jetzt unidentifizierten 
ACE-Sekretase gilt, sowohl im Fall von wtACE wie auch ACE(S1270A) 
gleichermaßen zur Erhöhung der Sekretion (Abb.23). Hingegen beschleunigte der 
CK2-Inhibitor DRB (100 µmol/L, 8 Stunden) nur signifikant den Sekretionsprozess 
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Abb.23: Einfluss von PMA und DRB auf die
Menge löslichen ACE in den
Zellkulturüberständen  wtACE- oder
ACE(S1270A)-transfizierter 
Schweineaortenendothelzellen (PAEC).
Repräsentativer Western-Blot (solACE), der die
Proteinmenge löslichen ACE, immunpräzipitiert
aus den Zellkulturüberständen wtACE- oder
ACE(S1270A)-transfizierter PAEC nach
achtstündiger Inkubation mit Lösungsmittel
(DMSO), DRB (100 µmol/L) oder PMA (300
nmol/L) zeigt. Unten: Die jeweilige lösliche ACE-
Menge wurde densitometrisch bestimmt und
prozentual auf die unter
Lösungsmittelbedingungen von wtACE-
transfizierten PAEC sekretierte ACE-Menge
bezogen. Ergebnisse aus vier unabhängigen
Versuchen. (*P<0,05; **P<0.01 gegenüber
DMSO-Wert wtACE) 
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3.8. Assoziation von ACE mit der schweren Kette nicht-muskulären 
Myosins (NMMHC) 
Wie bereits erwähnt, sind neben der CK2 noch eine Reihe weiterer Proteine mit ACE 
assoziiert, was anhand von Co-Präzipitation mit ACE aus Endothelzellen und durch 
Affinitätschromatographie nachgewiesen wurde. Auch die Assoziation von ACE mit 
der schweren Kette nicht-muskulären Myosins (non-muscle myosin heavy chain, 
NMMHC; Molekulargewicht 226 kDa), wurde auf diese Weise entdeckt und durch N-
terminale Sequenzierung des NMMHC sowie mittels Western-Blot-Verfahren und 
Immunpräzipitation unter Benutzung spezifischer Antikörper bestätigt. Zur Kontrolle 
der Assoziation dieser Proteine wurde NMMHC aus wtACE-überexprimierenden 
PAEC immunpräzipitiert und die Anwesenheit von ACE, CK2 und β-Aktin in NMMHC-
Immunpräzipitaten durch Western-Blot-Analysen mittels spezifischer Antikörper 
bestätigt (Abb.24A). Wurden ferner ACE-defiziente Endothelzellen mit einem ACE-
Antikörper inkubiert, konnte kein NMMHC in den Präzipitaten nachgewiesen werden, 
wodurch die Spezifität der Immunpräzipitation und die Assoziation zwischen NMMHC 
und ACE belegt wurde (Abb.24B). Hingegen konnte β-Aktin sowohl in ACE-
Immunpräzipitaten aus ACE-überexprimierenden wie auch ACE-defizienten 
Endothelzellen detektiert werden, was auf die Unspezifität des ACE-Antikörpers im 
Bezug auf β-Aktin oder die Bindung von β-Aktin an Sepharose hindeuten könnte. Im 
Hinblick auf die Bindung des cytoskeletalen Proteins Myosin, interessanterweise 
auch ein Substrat für CK2 und PKC, an ACE ist allerdings auch die daraus 
resultierende Verknüpfung von β-Aktin mit ACE funktionell vorstellbar. Zudem war 
auch mittels Affinitätschromatographie die Assoziation von β-Aktin mit dem 
cytoplasmatischen ACE-Peptid gezeigt worden. 
Die Assoziation zwischen ACE und NMMHC konnte weiterhin mittels 
Immunfluoreszenz anhand der Co-Lokalisation der beiden Proteine in der 
Plasmamembran permeabilisierter Endothelzellen bestätigt werden (Abb.24C), wobei 
die Zellen nach der Fixierung durch Paraformaldehyd mit einem spezifischen 
Antikörper gegen ACE (monoklonal, Zweit-Antikörper TexasRed-markiert) und 
NMMHC (polyklonal, Zweit-Antikörper Fluorescein-markiert) angefärbt wurden. 
Deutlich wurde die Co-Lokalisation beider Proteine an der Membran durch die gelbe 
Färbung überlappender Regionen der Einzelfärbungen sichtbar, wobei besonders die 
Zell-Zellkontakte hervorgehoben sind. 















Abb.24: Assoziation von ACE mit der schweren Kette nicht-muskulären Myosins (NMMHC). A, 
Repräsentative Western-Blots, die die Anwesenheit von ACE, β-Aktin und CK2 in NMMHC-
Immunpräzipitaten aus Primärkulturen von humanen Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) zeigen, 
sowie  B, die Anwesenheit von NMMHC und β-Aktin in ACE-Immunpräzipitaten aus wtACE-
überexprimierenden Schweineaortenendothelzellen (PAEC) (+ACE). Zur Kontrolle wurden parallel 
ACE-defiziente PAEC (-ACE) vewandt. C, Immunfluoreszenz, durchgeführt an mit Triton X-100 
permeabilisierten wtACE-überexprimierenden PAEC, zur Bestimmung der intrazellulären Lokalisation 
von NMMHC und ACE. Gezeigt ist die Co-Lokalisation von ACE und NMMHC nach Überlagerung der 
jeweiligen Einzelfärbung für ACE (Zweit-Antikörper Fluorescein-markiert) und NMMHC (Zweit-
Antikörper TexasRed-markiert). Die gezeigten Daten sind repräsentativ für die Ergebnisse vier 
unabhängiger Versuche. 
 
3.9. ACE-Inhibitoren induzieren die Phosphorylierung von pmACE 
und ACE-assoziierter NMMHC 
Um den Einfluss von ACE-Inhibitoren auf die hier entdeckte posttranslationale 
Modifikation von ACE durch Phosphorylierung zu untersuchen, wurden humane 
Endothelzellen mit radioaktivem Phosphat markiert und die ACE-Phosphorylierung 
nach Stimulation mit Ramiprilat zu verschiedenen Zeiten betrachtet. Nach der 
Stimulation wurde ACE immunpräzipitiert und das autoradiographische Signal der 
Immunpräzipitate nach gelelektrophoretischer Auftrennung densitometrisch gegen 
die ACE-Proteinmenge im Western-Blot abgeglichen, wobei sich die zeitabhängige 
Erhöhung der Phosphorylierung von pmACE als Folge der Stimulation mit Ramiprilat 
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herausstellte (Abb.25A). Parallel hierzu nahm auch die Phosphorylierung des mit 
ACE co-präzipitierten NMMHC zeitabhängig zu, wobei im Gegensatz zur 
Phosphorylierung von ACE das Maximum nicht nach zweiminütiger Ramiprilat-
Stimulation erreicht war, sondern die Phosphorylierung über die Zeit weiter anstieg. 
Dies geht deutlich aus der statistischen Zusammenfassung in Abbildung 25 (B und 
C) hervor, welche das prozentuale Verhältnis von phosphorylierter zu nicht-
phosphorylierter Form des jeweiligen Proteins bezogen auf die Phosphorylierung 
unter Kontrollbedingungen darstellen. Die gleiche Erhöhung der ACE-
Phosphorylierung durch Ramiprilat wurde erzielt, wenn wtACE-überexprimierende 
PAEC verwandt wurden. Kürzer- oder weitaus längerfristige Stimulation mit einem 
ACE-Inhibitor über Stunden zeigte keine weiteren Veränderungen der ACE-
Phosphorylierung verglichen mit unbehandelten Zellen, ebenso wie keine weitere 
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Abb.25: Einfluss von Ramiprilat auf die
Phosphorylierung von ACE sowie ACE-




ACE), die die Phosphorylierung von ACE
und NMMHC in ACE-Immunpräzipitaten
aus 
32P-markierten HUVEC-Primärkulturen
nach Stimulation mit Ramiprilat (100
nmol/L; 2, 5 und 7 Minuten) zeigen. Die




Verhältnisses quantifiziert und prozentual
auf die basale Phosphorylierung (CTL)
bezogen. Die statistische Auswertung der
Daten aus vier unabhängigen
Experimenten ist für NMMHC (B) und ACE
(C) dargestellt. (*P<0.05 gegenüber CTL) 
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Da für NMMHC die in vitro Phosphorylierbarkeit durch die CK2, aber auch durch die 
PKC, beschrieben ist, wurde der Effekt von Inhibitoren beider Kinasen auf die 
Phosphorylierung von ACE-assoziierter NMMHC untersucht. Die Stimulation 
humaner Nabelschnurendothelzellen mit dem CK2-Inhibitor DRB über vier bis zehn 
Stunden führte zur zeitabhängigen Reduktion der Phosphorylierung von ACE sowie 
auch der des assoziierten NMMHC (Abb.26A). Die Menge co-präzipitierten NMMHC 
korrelierte mit der Menge immunpräzipitierten ACE, die aufgrund der verstärkten 
Sekretion des Enzyms stetig abnahm, wodurch wiederum die Spezifität der 
Assoziation der beiden Proteine belegt wurde. Trotz dieser Verringerung der 
NMMHC-Menge bzw. ACE-Menge fiel die Abnahme der Phosphorylierung beider 
Proteine nach Behandlung mit DRB dennoch deutlich auf (Abb.26B und C). Auch die 
Ramiprilat-induzierte Phosphorylierung von ACE und NMMHC war nach 
Vorbehandlung der Zellen mit dem CK2-Inhibitor DRB gehemmt (Daten nicht 
gezeigt), so dass die CK2 hier ebenfalls beteiligt zu sein scheint, was im folgenden 
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Abb.26: Einfluss von DRB auf die
Phosphorylierung von ACE sowie ACE-




ACE), die die Phosphorylierung von ACE
und NMMHC in ACE-Immunpräzipitaten
aus 
32P-markierten  wtACE-
überexprimierenden PAEC nach Inkubation
mit dem CK2-Inhibitor DRB (100 µmol/L;
4,6,8 und 10 Stunden) darlegen. Die
Phosphorylierung der Proteine wurde
jeweils durch densitometrische
Bestimmung des Verhältnisses von
phosphoryliertem zu unphosphoryliertem
Protein quantifiziert und prozentual auf die
basale Phosphorylierung (CTL) bezogen.
Die statistische Auswertung der Daten vier
unabhängiger Experimente ist für NMMHC
(B) und ACE (C) dargestellt. (**P<0,01;
***P<0.001 gegenüber CTL) 
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Im Gegensatz zur Hemmung der CK2 mit DRB resultierte die Hemmung der 
Proteinkinase C durch die Substanz RO 31-8220 hingegen eher, wie schon im Falle 
der ACE-Phosphorylierung erwähnt, in einer verstärkten Phosphorylierung des 
NMMHC. Offensichtlich übt die PKC einen negativ regulatorischen Effekt auf die 
Phosphorylierung beider Proteine aus (ausführlich in Abschnitt 3.12 behandelt), ohne 
direkt an der Phosphorylierung beteiligt zu sein. Auch in in vitro 
Phosphorylierungsversuchen  war NMMHC in ACE-Immunpräzipitaten durch eine 
konstitutiv aktive CK2 phosphorylierbar, wohingegen NMMHC mittels aktiver PKC 
analog zu ACE (siehe Abb.15) in vitro nicht phosphoryliert werden konnte. 
 
3.10. ACE-Inhibitoren aktivieren die ACE-assoziierte CK2 
Wie schon in Abschnitt 3.4 dargelegt, bindet und phosphoryliert die CK2 ein dem 
intrazellulären Segment von ACE entsprechendes Peptid und co-präzipitiert mit ACE 
aus Endothelzellen. Die Aktivität der CK2 in ACE-Immunpräzipitaten liess sich durch 
Zugabe eines spezifischen CK2-Substrates nachweisen. Da sich nach Stimulation 
mit einem ACE-Inhibitor sowohl die Phosphorylierung von ACE wie auch die des 
ACE-gebundenen NMMHC erhöhte, was sich als sensitiv gegenüber dem CK2-
Inhibitor DRB erwies, wurde der Effekt von ACE-Inhibitoren auf die ACE-assoziierte 
CK2 untersucht. Dazu wurden analog zu den Phosphorylierungsversuchen über die 
Dauer einiger Minuten Wildtyp-ACE-überexprimierende Endothelzellen mit Ramiprilat 
behandelt, bevor ACE immunpräzipitiert und die Immunpräzipitate im SDS-Gel 
aufgetrennt wurden. Mittels eines spezifischen CK2-Antikörpers konnte die Menge 
ACE-assoziierter CK2 detektiert werden, die allerdings nicht durch die Stimulation mit 
Ramiprilat verändert wurde (Abb.27A). Wurde jedoch die CK2-Enzymaktivität in den 
ACE-Immunpräzipitaten unter Verwendung eines spezifischen CK2-Substrates und 
der Zugabe von [γ
32P]ATP in An- und Abwesenheit von DRB bestimmt, zeigte sich 
deutlich, dass die Aktivität der Kinase zeitabhängig durch die Gabe von Ramiprilat 
signifikant anstieg (Abb.27B). Die maximale CK2-Aktivität war nach zweiminütiger 
Ramiprilatbehandlung gemeinsam mit dem Maximum in der ACE-Phosphorylierung 
zu beobachten. Nach siebenminütiger Ramiprilatstimulation war die Kinaseaktivität 
nur noch leicht erhöht und nach 30 Minuten wieder auf Ausgangsniveau. Auch bei 
Verwendung des ACE-Inhibitors Perindoprilat zeigte sich zeitabhängig die   
Aktivierung  der ACE-assoziierten  CK2, wenn auch das Maximum der CK2-Aktivität  
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Abb.27: Ramiprilat aktiviert transient
die ACE-assoziierte CK2. A, Western-
Blots (ACE, CK2) zur Bestimmung des
Einflusses von Ramiprilat auf die in ACE-
Immunpräzipitaten präsente CK2-
Proteinmenge. ACE wurde
immunpräzipitiert aus HUVEC nach
Stimulation mit Ramiprilat (100 nmol/L)
über 2, 7 oder 30 Minuten und die
Immunpräzipitate nach Auftrennung im
SDS-Gel mittels eines spezifischen ACE-
und CK2-Antikörpers analysiert. B,
Parallel wurde der zeitabhängige Effekt
von Ramiprilat auf die Aktivität der ACE-




aus  wtACE-überexprimierenden PAEC
bestimmt. Die Ergebnisse sind als 
32P-
hier erst nach siebenminütiger Stimulation zu detektieren war (Abb.28). 
Stellvertretend auch für Ramiprilat ist am Beispiel von Perindoprilat gezeigt, dass die 
gemessenen Kinaseaktivitäten eindeutig sensitiv gegenüber dem spezifischen CK2-
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Abb.28: Effekt von Perindoprilat auf die Aktivität ACE-assoziierter CK2. Wildtyp-ACE-
überexprimierende PAEC wurden zeitabhängig mit dem ACE-Inhibitor Perindoprilat (100 nmol/L; 2,7 
und 30 Minuten) inkubiert, bevor ACE immunpräzipitiert und die CK2-Aktivität in den Präzipitaten 
durch die Zugabe eines spezifischen CK2-Substrates und [γ
32P]ATP in Ab- (-) oder Anwesenheit (+) 
von DRB (100 µmol/L) bestimmt wurde. Die Ergebnisse sind als 
32P-CK2-Substrat, prozentual 
bezogen auf die basale CK2-Aktivität in den Präzipitaten (CTL), dargestellt. (n=4, *P<0.05 gegenüber 
CTL) 
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3.11. Effekte klassischer ACE-Substrate auf die Phosphorylierungs- 
und Signaltransduktionsvorgänge am ACE 
Da nach Stimulation von Endothelzellen mit Ramiprilat oder Perindoprilat eine 
Aktivierung intrazellulärer Signaltransduktionsprozesse zu beobachten war, stellte 
sich die Frage, ob nur nach Hemmung der aktiven Zentren des Enzyms durch die 
extrazelluläre Bindung von ACE-Inhibitoren die Initiierung der 
Signaltransduktionskaskade erfolgt, oder ob auch ACE-Substrate, die die aktiven 
Zentren des Enzyms ebenfalls beeinflussen, die Phosphorylierung von ACE und 
assoziierter NMMHC bewirken. Dazu wurden im folgenden zwei klassische ACE-
Substrate in Bezug auf ihre Wirkung auf die Phosphorylierung von ACE und ACE-
assoziierter NMMHC sowie auf die Aktivierung der ACE-gebundenen CK2 
untersucht. Ferner wurde der Einfluss des ACE-Produktes Angiotensin II auf die 
ACE-Phosphorylierung betrachtet. 
3.11.1. Bradykinin 
Das bevorzugteste, natürliche Substrat von ACE ist Bradykinin, welches von beiden 
aktiven Zentren des Enzyms sehr viel schneller als Angiotensin I umgesetzt wird 
(66). Um den Effekt von Bradykinin auf die Phosphorylierung von ACE und ACE-
assoziierter NMMHC aufzuklären, wurden Wildtyp-ACE-überexprimierende PAEC 
über verschiedene Zeiten mit Bradykinin stimuliert, ACE mittels eines spezifischen 
Antikörpers immunpräzipitiert und die Phosphorylierung von ACE und NMMHC in der 
Autoradiographie im Vergleich zu den entsprechenden Western-Blots betrachtet 
(Abb.29A). Anhand der densitometrischen Analyse der 
32P-Protein/Protein-
Verhältnisse wurde der stimulierende Effekt von Bradykinin auf die Phosphorylierung 
von ACE sowie ACE-gebundenen NMMHC deutlich. Wie schon bei der Stimulation 
mit Ramiprilat beobachtet, erfolgt die Phosphorylierung von NMMHC (Abb.29B) 
zeitlich verzögert im Vergleich zur ACE-Phosphorylierung (Abb.29C), d.h. die 
maximale ACE-Phosphorylierung war nach zweiminütiger Bradykinin-Stimulation 
erreicht, die maximale NMMHC-Phosphorylierung nach fünfminütiger Stimulation. 
Parallel wurde nach der Stimulation mit Bradykinin über verschiedene Zeiten die 
Aktivität der ACE-assoziierten CK2 in den ACE-Immunpräzipitaten bestimmt. Mit 
einer maximalen CK2-Aktivierung nach zweiminütiger Bradykinin-Stimulation konnte  
für   das  ACE-Substrat,   wie  zuvor  für  ACE-Inhibitoren,  die  Aktivierung   der  CK2  
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Abb.29: Einfluss von Bradykinin auf die am ACE stattfindenden Phosphorylierungsvorgänge 
sowie die Aktivität der ACE-assoziierten CK2-Aktivität. A, Repräsentative Autoradiographie (
32P; 
gezeigt ist die Langzeitexposition, sowie die Kurzzeitexposition des Röntgenfilms) und Western-Blots 
(NMMHC, ACE), die die Phosphorylierung von ACE und NMMHC in ACE-Immunpräzipitaten aus 
32P-
markierten wtACE-überexprimierenden PAEC nach zeitabhängiger Stimulation mit dem ACE-Substrat 
Bradykinin (BK, 100 nmol/L; 2, 5 und 7 Minuten) aufzeigen. Das Verhältnis von phosphoryliertem zu 
unphosphoryliertem Protein wurde durch densitometrische Bestimmung quantifiziert und prozentual 
auf die basale Phosphorylierung (CTL) bezogen. Die statistische Auswertung der Daten vier 
unabhängiger Experimente ist für NMMHC (B) und ACE (C) dargestellt. D, Wildtyp-ACE-
überexprimierende PAEC wurden mit Bradykinin für verschiedene Zeiten (100 nmol/L; 2,7 und 30 
Minuten) inkubiert, bevor ACE immunpräzipitiert und die CK2-Aktivität in den Präzipitaten durch die 
Zugabe eines spezifischen CK2-Substrates und [γ
32P]ATP bestimmt wurde. Die Ergebnisse sind als 
32P-CK2-Substrat, prozentual bezogen auf die basale CK2-Aktivität in den Präzipitaten (CTL), 
dargestellt. (n=4, *P<0,05; **P<0.01 gegenüber CTL) 
 
nachgewiesen werden (Abb.29D). Alle gemessenen CK2-Aktivitäten waren hemmbar 
durch DRB (Daten nicht gezeigt). 
3.11.2. Angiotensin I und Angiotensin II 
Ein weiteres wichtiges ACE-Substrat, welches in Bezug auf die Fähigkeit zur 
Initiation der Phosphorylierung von ACE und ACE-assoziierter NMMHC sowie die 
Aktivierung der ACE-assoziierten CK2 untersucht wurde, war Angiotensin I, welches 
von ACE zu Angiotensin II umgesetzt wird. Nach der Stimulation mit Angiotensin I 
wurde hier über verschiedene Zeiträume im Minutenbereich das ACE 
32P-markierter 
Endothelzellen immunpräzipitiert, die präzipitierten Proteine im Gel aufgetrennt und 
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die Autoradiographie mit dem ACE- bzw. NMMHC-Western-Blot verglichen 
(Abb.30A). Die Stimulation mit Angiotensin I beeinflusste weder die Phosphorylierung 
des ACE selbst, noch die des assoziierten NMMHC, obwohl Angiotensin I wie 
Bradykinin ein klassisches Substrat des Enzyms darstellt. 
In einer weiteren experimentellen Reihe wurde der Einfluss von Angiotensin II auf die 
ACE-Phosphorylierung untersucht. Analog zu den Befunden mit Angiotensin I konnte 
auch hier im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen keine Veränderung der 














Abb.30: Einfluss von Angiotensin auf die Phosphorylierungsvorgänge am ACE. A, 
Repräsentative Autoradiographie (
32P; gezeigt ist die Langzeitexposition, sowie die Kurzzeitexposition 
des Röntgenfilms) und Western-Blots (NMMHC, ACE), die die Phosphorylierung von ACE und 
NMMHC in ACE-Immunpräzipitaten aus 
32P-markierten  wtACE-überexprimierenden 
Schweineaortenendothelzellen (PAEC) nach Stimulation mit Angiotensin I für verschiedene Zeiten 
(AngI, 100 nmol/L; 2, 5 und 7 Minuten) im Vergleich zur basalen Phosphorylierung der Proteine (CTL) 
aufzeigen.  B, Autoradiographie (
32P ACE) und Western-Blot, die den zeitabhängigen Einfluss von 
Angiotensin II (AngII, 100 nmol/L, 2 und 5 Minuten) auf die Phosphorylierung immunpräzipitierten ACE 
aus 
32P-markierten  wtACE-überexprimierenden PAEC, im Vergleich zur ACE-Phosphorylierung 
unbehandelter Zellen (CTL), zeigen. 
 
3.12. Einfluss von PKC-Inhibitoren und Aktivatoren auf die 
Signaltransduktionsvorgänge am ACE 
Einer der Serinreste des cytoplasmatischen Segmentes von ACE liegt innerhalb der 
Konsensussequenz für die Proteinkinase C (Ser
1253), welche offensichtlich nicht 
essentiell für die Phosphorylierung des Enzyms ist, aber dennoch die 
Phosphorylierung von ACE negativ regulatorisch zu beeinflussen scheint. Zudem gilt 
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA), ein Aktivator der PKC, generell als Stimuli für 
die Sekretion des Enzyms, wobei wahrscheinlich eher der aktivierende Effekt von 
PMA auf Metalloproteinasen, welche die Sekretion vieler Proteine mediieren, als der 
   61
aktivierende Effekt auf die PKC ausschlaggebend für diese Beobachtung ist (88). 
Auch die schwere Kette des nicht-muskulären Myosins ist nicht nur Substrat für die 
CK2, sondern auch für die PKC, wobei die Rolle der NMMHC-Phosphorylierung für 
die intrazelluläre Signaltransduktion im Detail noch ungeklärt ist. Durch PKC-
Hemmung mittels RO 31-8220 wurde der Einfluss der PKC auf die am ACE 
erfolgenden Phosphorylierungsprozesse im folgenden untersucht. 
Während die Phosphorylierung von ACE sowie die der ACE-assoziierten NMMHC in 
vitro durch die CK2 sehr deutlich zu demonstrieren war (Abb.14A für ACE, Daten für 
NMMHC nicht gezeigt), konnte mittels konstitutiv aktiver PKC die in vitro 
Phosphorylierung beider immunpräzipitierter Proteine nicht bestätigt werden. Auch 
eine Assoziation von PKC mit ACE oder NMMHC war in Endothelzellen nicht 
nachweisbar, weder mittels Co-Präzipitation und Immunfluoreszenz, noch anhand 
der Affinitätschromatographiesäule. Dennoch blieb die Behandlung von 
32P-
markierten Endothelzellen mit dem PKC-Inhibitor RO 31-8220 nicht ohne 
Auswirkungen auf die Phosphorylierung von ACE und ACE-assoziierter NMMHC. Die 
Vorbehandlung der Zellen mit RO 31-8220 (30 nmol/L) resultierte eindeutig in einer 
Verstärkung der Phosphorylierung beider Proteine, wie aus dem Vergleich der 
phosphorylierten zur nicht-phosphorylierten Form der Proteine in Autoradiographie 
und Western-Blot ersichtlich wurde (Abb.31A). Parallele Analysen der ACE-
assoziierten CK2-Aktivität nach Hemmung der PKC bestätigten die Aktivierung der 
CK2 durch RO 31-8220, wobei die gemessenen Enzymaktivitäten auf ihre 
Hemmbarkeit durch DRB überprüft worden waren (Abb.31B). 
Wurde die Phosphorylierung von ACE und assoziierter NMMHC in 
32P-markierten 
Endothelzellen nach PMA-induzierter Aktivierung der PKC über verschiedene 
Zeiträume detektiert, so waren die Ergebnisse nicht eindeutig. Bestimmungen der 
CK2-Aktivität nach PKC-Aktivierung durch PMA ergaben, dass PMA per se einen 
Effekt auf die ACE-assoziierte CK2–Aktivität zu haben scheint, so dass der Einfluss 
der PKC-Aktivierung auf die ACE- und NMMHC-Phosphorylierung nicht durch den 
Einsatz des unspezifisch wirkenden Phorbolesters geklärt werden kann. Zudem hat 
PMA auch einen aktivierenden Effekt auf die Sekretion von ACE, was aber 
wahrscheinlich auf die Beeinflussung der Metalloproteinasen durch PMA und nicht 
auf die Phosphorylierungsvorgänge am ACE zurückzuführen ist, so dass der Einsatz 
von PMA zur Untersuchung des Zusammenhanges zwischen ACE-Sekretion und 
Phosphorylierung ungeeignet ist. 














































Abb.31: Der PKC-Inhibitor RO 31-8220 moduliert die Phosphorylierung von ACE und ACE-
assoziierter NMMHC sowie die ACE-assoziierte CK2-Aktivität. A, Repräsentative 
Autoradiographie (
32P) und die entsprechenden Western-Blots (NMMHC, ACE) zur Demonstration des 
Einflusses von RO 31-8220 (30 nmol/L, 15 Minuten) auf die Phosphorylierung von ACE und NMMHC 
in ACE-Immunpräzipitaten aus 
32P-markierten humanen Nabelschnurendothelzellen (HUVEC). B, 
Wildtyp-ACE-überexprimierende Schweineaortenendothelzellen (PAEC) wurden ohne (CTL) oder mit 
RO 31-8220 (30 nmol/L; 15 Minuten) inkubiert, bevor ACE immunpräzipitiert und die CK2-Aktivität in 
den Präzipitaten durch die Zugabe eines spezifischen CK2-Substrates und [γ
32P]ATP in Ab- oder 
Anwesenheit von DRB (-/+) bestimmt wurde. Die Ergebnisse sind als 
32P-CK2-Substrat, prozentual 
bezogen auf die CK2-Aktivität in den Präzipitaten (CTL, -DRB), dargestellt. (n=4, *P<0,05; **P<0.01; 
***P<0,001 gegenüber CTL) 
 
3.13. Die Sekretion von ACE wird nicht beeinflusst durch 
Substanzen, die die Phosphorylierung von ACE erhöhen 
Da die Reduktion der ACE-Phosphorylierung, nach Behandlung mit dem CK2-
Inhibitor DRB oder durch Punktmutation des Ser
1270-Restes, in einer verstärkten 
Sekretion von ACE resultierte, stellte sich die Frage, ob Substanzen, die die 
Phosphorylierung des Enzyms begünstigen, die Sekretion des Enzyms herabsetzen. 
Um dies zu überprüfen, wurden Endothelzellen über längere Zeit mit einem ACE-
Inhibitor (Ramiprilat oder Perindoprilat) oder dem PKC-Inhibitor RO 31-8220 
stimuliert und lösliches ACE aus den Zellkulturmedien immunpräzipitiert. 
Densitometrisch wurde die Menge löslichen ACE nach entsprechender Stimulation 
analysiert und prozentual im Verhältnis zur sekretierten ACE-Menge unbehandelter 
Kontrollzellen betrachtet. Dabei zeigte sich, dass weder die transiente Erhöhung der 
ACE-Phosphorylierung induziert durch die ACE-Inhibitoren Ramiprilat (Abb.32A) 
oder Perindoprilat (Daten nicht gezeigt), noch die Steigerung der ACE-
Phosphorylierung induziert durch den PKC-Inhibitor RO 31-8220 (Abb.32B), die 
Sekretion des Enzyms verminderten. Die längerfristig anhaltende Abnahme der 
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Phosphorylierung des Enzyms, hervorgerufen durch die Behandlung mit dem CK2-
Inhibitor DRB, hingegen reduzierte deutlich die Stabilität des Enzyms in der 
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Abb.32: Einfluss von Ramiprilat und RO 31-8220 auf die Menge löslichen ACE. A, Western-Blots, 
die repräsentativ die Menge löslichen ACE (solACE) im Zellkulturüberstand sowie die Menge 
plasmamembranären ACE (pmACE) in HUVEC-Lysaten nach zeitabhängiger Stimulation mit 
Ramiprilat zeigen. HUVEC wurden entweder ohne (-) oder mit (+) Ramiprilat (100 nmol/L) über eine 
bis 72 Stunden inkubiert, solACE aus dem Zellkulturüberstand immunpräzipitiert und pmACE in 
gleichen Proteinmengen des Zelllysates mittels Western-Blot-Verfahren analysiert. B, Der abgebildete 
Western-Blot zeigt die Menge löslichen ACE (solACE), immunpräzipitiert aus dem Zellkulturmedium 
stabil mit Wildtyp-ACE transfizierter PAEC nach achtstündiger Stimulation mit Lösungsmittel (CTL) 
oder RO 31-8220 (30 nmol/L). Unten: Zusammenfassung der Ergebnisse vier unabhängiger 
Versuche, wobei die löslichen ACE-Mengen densitometrisch bestimmt und prozentual auf die solACE-
Menge der CTL bezogen wurden. 
   64
3.14. Beeinflussung der Phosphorylierungsvorgänge an 
verschiedenen ACE-Punktmutanten durch ACE-Inhibitoren 
Die Mutation des Ser
1270-Restes innerhalb des cytoplasmatischen ACE-Segmentes 
zu Alanin resultiert in der nahezu vollständigen Reduktion der basalen 
Phosphorylierung des Enzyms (siehe Abschnitt 3.6). Um zu belegen, dass die 
Ramiprilat-induzierte, DRB-hemmbare Phosphorylierung von ACE ebenfalls an dem 
Ser
1270 -Rest erfolgt, wurde der Einfluss von Ramiprilat auf die Phosphorylierung der 
ACE-Punktmutanten ACE(S1253A), ACE(S1263A) und ACE(S1270A), 
überexprimiert in PAEC, verglichen mit der Ramiprilat-induzierten Phosphorylierung 
von Wildtyp-ACE. Dazu wurden aus 
32P-markierten Endothelzellen nach 
siebenminütiger Stimulation mit Ramiprilat die punktmutierten ACE-Proteine 
immunpräzipitiert, sowie mittels SDS-PAGE und Western-Blot-Verfahren analysiert 
(Abb.33). Die densitometrische Auswertung der radioaktiven Signale ergab, dass die 
ACE(S1270A)-Mutante, die ohnehin basal kaum noch phosphoryliert war, auch durch 
die Stimulation mit Ramiprilat nicht in ihrer Phosphorylierungsintensität verstärkt 
werden konnte (Abb.33B). Dies deutet daraufhin, dass auch die ACE-Inhibitor-
vermittelte Phosphorylierung von ACE an dem Ser
1270-Rest erfolgte. Die 
Phosphorylierung der anderen beiden Mutanten mit Ser
1253- oder Ser
1263-Mutation 
war nach wie vor steigerbar durch Vorinkubation mit dem ACE-Inhibitor. 
Ähnlich verhielt es sich mit der Phosphorylierung ACE-assoziierter NMMHC. Wenn 
NMMHC mit den Mutanten ACE(S1253A) oder ACE(S1263A) co-präzipitiert wurde, 
war die NMMHC-Phosphorylierung nach Stimulation mit Ramiprilat verstärkt, 
während der ACE-Inhibitor keinen potenzierenden Effekt auf die Phosphorylierung 
ACE(S1270A)-assoziierter NMMHC hatte (Abb.33C). Messungen der ACE(S1270A)-
assoziierten CK2-Aktivität ergaben allerdings, dass die Stimulation mit Ramiprilat 
dennoch zeitabhängig die Aktivierung der Kinase bewirkt (Abb.34), mit einer 
signifikant erhöhten, maximalen Aktivität nach zweiminütiger Ramiprilat-Stimulation 
analog zu der mit Wildtyp-ACE co-präzipitierten Kinase. Die Mutation eines 
Serinrestes innerhalb des cytoplasmatischen Anteils von ACE beeinflusste demnach 
nicht die Ramiprilat-initiierte Aktivierung der CK2, die Phosphorylierung der 
assoziierten NMMHC erfolgte aber nicht mehr. Inwiefern die initiale, früher 
ablaufende Phosphorylierung von ACE ausschlaggebend für die anschliessende 
Phosphorylierung  der  assoziierten NMMHC  nach  Ramiprilat-Stimulation ist, konnte  
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Abb.33: Einfluss von Ramiprilat auf die Phosphorylierung von ACE und ACE-assoziierter 
NMMHC in ACE(S1253A)-, ACE(S1263A)- und ACE(S1270A)-überexprimierenden 
Schweineaortenendothelzellen (PAEC). A, Repräsentative Autoradiographie (
32P) und Western-
Blots (NMMHC, ACE), die die Phosphorylierung von ACE und NMMHC in ACE-Immunpräzipitaten aus 
32P-markierten ACE(S2153A)-, ACE(S1263A)- oder ACE(S1270A)-überexprimierenden PAEC nach 
zweiminütiger Stimulation mit Ramiprilat (Rami, 100 nmol/L) im Vergleich zur basalen 
Phosphorylierung der Proteine (CTL) aufzeigen. Die Auswertung des densitometrisch ermittelten 
32P-
Protein/Protein-Verhältnisses von drei unabhängigen Experimenten ist für ACE (B) und NMMHC (C) 
dargestellt. Dabei wurde die ACE-Phosphorylierung der einzelnen Mutanten unter 
Kontrollbedingungen oder Ramiprilatstimulation prozentual auf die basale Phosphorylierung wtACE 
bezogen, die NMMHC-Phosphorylierung nach Ramiprilatstimulation dahingegen zum besseren 
Vergleich prozentual auf die basale NMMHC-Phosphorylierung je Mutante. 
 
anhand der hier durchgeführten Experimente nicht geklärt werden. Auch die 
Identifizierung der physiologischen Konsequenz dieser unterdrückten 
Phosphorylierung ACE-assoziierter NMMHC bleibt Gegenstand weiterer 
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Untersuchungen. Die Mutation eines Serinrestes innerhalb des cytoplasmatischen 
Segmentes von ACE veränderte die Assoziation von ACE und CK2 nicht, so dass die 
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wurden für verschiedene Zeiten mit
Ramiprilat (100 nmol/L; 2, 7 und 30
Minuten) inkubiert, bevor ACE(S1270A)
immunpräzipitiert und die CK2-Aktivität in
den Präzipitaten durch die Zugabe eines
spezifischen CK2-Substrates und
[γ
32P]ATP bestimmt wurde. Die Ergebnisse
vier unabhängiger Versuche sind als 
32P-
CK2-Substrat, prozentual bezogen auf die
basale CK2-Aktivität in den Präzipitaten
(CTL), dargestellt. (*P<0,05 gegenüber
CTL)
 
3.15. ACE-Inhibitoren haben keinen Einfluss auf die Aktivität der 
JNK in ACE(S1270A)-transfizierten Endothelzellen 
Mittels Co-Immunpräzipitation war eine Assoziation von ACE mit der c-Jun NH2-
terminalen Kinase (JNK) in Endothelzellen nachgewiesen worden. Um zu 
überprüfen, ob die Stimulation mit einem ACE-Inhibitor zu einer Aktivierung der ACE-
assoziierten JNK führt, wurde die Aktivität dieser MAP-Kinase in ACE-
Immunpräzipitaten aus wtACE-überexprimierenden PAEC nach Stimulation mit 
Ramiprilat durch die Zugabe von [γ
32P]ATP und des spezifischen JNK-Substrates 
GST-c-Jun bestimmt (Abb.35A). Nach Auftrennung des GST-c-Jun über SDS-
Gelelektrophorese und Silberfärbung des SDS-Gels wurde die Phosphorylierung des 
GST-c-Jun durch densitometrische Auswertung der Autoradiographie bestimmt. 
Dabei war eindeutig festzustellen, dass in wtACE-Immunpräzipitaten eine Ramiprilat-
stimulierbare JNK vorliegt. Zur Bestimmung der Aktivität der gesamten, zellulär 
vorliegenden JNK nach Stimulation mit einem ACE-Inhibitor, sowie zur Bestimmung 
des Einflusses der ACE-Phosphorylierung auf die JNK-Aktivität, wurde die JNK nach 
siebenminütiger Ramiprilat-Stimulation der stabil mit Wildtyp-ACE- oder 
ACE(S1270A)-transfizierten  PAEC immunpräzipitiert und die Aktivität der Kinase 
unter Verwendung des spezifischen JNK-Substrates GST-c-Jun sowie radioaktiven 
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ATP bestimmt. Dabei wurde deutlich, dass nur in Wildtyp-ACE-transfizierten Zellen 
die Inkubation mit Ramiprilat zur Aktivierung der JNK führte, wohingegen die 
Phosphorylierung des GST-c-Jun in ACE(S1270A)-transfizierten PAEC sowie die in 
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Abb.35: Ramiprilat aktiviert die ACE-assoziierte c-Jun NH2-terminale Kinase (JNK) sowie die 
gesamte zelluläre JNK in Wildtyp-ACE-überexprimierenden Schweineaortenendothelzellen 
(PAEC). A, Repräsentative Autoradiographie (
32P c-Jun) sowie die statistische Zusammenfassung, die 
die Aktivierung der wtACE-assoziierten c-Jun NH2-terminalen Kinase (JNK) nach siebenminütiger 
Ramiprilatstimulation (100 nmol/L) im Vergleich zu mit Lösungsmittel (CTL) behandelten wtACE-
überexprimierenden PAEC in Duplikaten zeigen. Die Aktivität der JNK in ACE-Immunpräzipitaten 
wurde durch die Zugabe von [γ
32P]ATP und des spezifischen JNK-Substrates c-Jun bestimmt. Nach 
Auftrennung im SDS-Gel wurde die Menge 
32P c-Jun densitometrisch ermittelt und prozentual auf die 
unter Kontrollbedingungen ermittelte c-Jun-Phosphorylierung bezogen. B, Repräsentative 
Autoradiographie (
32P c-Jun), die den Einfluss von Ramiprilat (Rami, 100 nmol/L, 7 Minuten) auf die 
Aktivität immunpräzipitierter JNK aus Wildtyp-ACE(wtACE)- oder ACE(S1270A)-überexprimierenden 
PAEC, jeweils in Duplikaten, sowie in ACE-defizienten PAEC (-ACE) zeigt. Durch Zugabe von 
[γ
32P]ATP und c-Jun zu JNK-Immunpräzipitaten wurde die Aktivität der Kinase bestimmt und durch 
densitometrische Analyse des 
32P c-Jun, prozentual bezogen auf die jeweilige unter 
Kontrollbedingungen ermittelte c-Jun-Phosphorylierung, quantifiziert. Dargestellt sind die Ergebnisse 
vier unabhängiger Versuche. (*P<0,05 gegenüber CTL) 
 
3.16. Zusammenspiel („Crosstalk“) von ACE und B2-Kinin-Rezeptor 
ACE-Inhibitoren scheinen in der Lage zu sein, einen Crosstalk zwischen ACE und 
B2-Kinin-Rezeptor auszulösen, in dessen Folge es zur Potenzierung oder 
Reaktivierung der Bradykinin-induzierten Zellaktivierung kommt. Dieser Effekt von 
ACE-Inhibitoren wurde als abhängig von der Anwesenheit des Angiotensin-
konvertierenden Enzyms in den untersuchten Zellen beschrieben (127). Dies wurde 
im folgenden an ACE-defizienten und ACE-überexprimierenden  Zellen überprüft. 
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Desweiteren wurde der Einfluss der CK2 auf den Crosstalk zwischen ACE und B2-
Kinin-Rezeptor untersucht. 
3.16.1. Die Anwesenheit von ACE ist entscheidend für die Reaktivierung 
des B2-Kinin-Rezeptors durch ACE-Inhibitoren 
Um zu überprüfen, ob die Anwesenheit von ACE in Zellen notwendig ist, eine 
Reaktivierung der Bradykinin(BK)-induzierten Zellaktivierung durch ACE-Inhibitoren 
hervorzurufen, wurde der ACE-Inhibitor-induzierte Anstieg der intrazellulären Ca
2+-
Konzentration in ACE-defizienten sowie ACE-überexprimierenden Zellen nach 
vorangegangener Stimulation mit Bradykinin bestimmt. Dazu wurden Baby Hamster 
Kidney (BHK)-Zellen verwandt, die den B2-Kinin-Rezeptor überexprimieren 
(freundlicherweise bereitgestellt von Aventis, Frankfurt am Main), endogen aber kein 
ACE besitzen. Um den Crosstalk von ACE und B2-Kinin-Rezeptor mittels Messung 
der intrazellulären Ca
2+-Konzentration zu analysieren, muss eine hohe Expression 
von ACE in diesen Zellen gewährleistet sein. Da mittels Transfektion keine 
ausreichende ACE-Expression erzielt werden konnte, wurden die Zellen mit einem 
das ACE-kodierenden Semliki-Forest-Virus infiziert (von Prof. W. Müller-Esterl, 
Frankfurt am Main, freundlicherweise zur Verfügung gestellt), und die ACE-
Proteinmenge der Zelllysate zu verschiedenen Zeiten nach der Infektion mit der 
nicht-infizierter Zellen im Western-Blot mittels spezifischer ACE-Antikörper verglichen 
(Abb.36). Erkennbar war die enorme Zunahme der ACE-Proteinmenge vier bis acht 
Stunden nach Infektion, wohingegen nicht-infizierte BHK-Zellen kein ACE-Signal 
aufzeigten. 
Zeit nach Infektion





Abb.36: Expression von ACE in BHK-Zellen nach Infektion mit Semliki-Forest-Virus tragendem 
ACE.  Western-Blot, der die Expression von ACE in per se ACE-defizienten BHK-Zellen zu 
verschiedenen Zeiten (4, 6 und 8 Stunden) nach der Infektion mit einem das ACE kodierenden 
Semliki-Forest-Virus (SFV) zeigt. Analog wurden zur Kontrolle (CTL) BHK-Zellen ohne Zugabe des 
SFV behandelt. 
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In den infizierten Zellen wurde parallel zu verschiedenen Zeiten nach der Infektion 
der Bradykinin-induzierte Ca
2+-Anstieg bestimmt, sowie der Effekt der 









































Abb.37: Reaktivierung des Bradykinin-induzierten intrazellulären Ca
2+-Signals durch Ramiprilat 
in Abhängigkeit von der ACE-Expression. Die intrazelluläre Ca
2+-Konzentration wurden in nicht-
infizierten BHK-Zellen (A) sowie vier (B) und acht (C) Stunden nach Infektion der Zellen mit einem das 
ACE kodierenden Semliki-Forest-Virus bestimmt. Die ACE-Inhibitor induzierte Reaktivierung des 
durch die Stimulation mit Bradykinin (B, 3 nmol/L bzw. B*, 30 nmol/L) hervorgerufenen Anstiegs der 
intrazellulären Ca
2+-Konzentration wurde durch die nachfolgende Gabe von Ramiprilat (R, 100 nmol/L) 
analysiert. 
 
Dabei war ein deutliches Bradykinin-induziertes Ca
2+-Signal in nicht-infizierten Zellen 
(Abb.37A) erkennbar, bestehend aus einem initialen Peak der Ca
2+-Konzentration 
(Entleerung der intrazellulären Ca
2+-Speicher) und einer daran anschliessenden, 
länger anhaltenden Plateauphase (Einstrom extrazellulären Calziums) (153-155). Die 
spätere Gabe von Ramiprilat blieb in diesen nicht-infizierten, ACE-defizienten BHK-
Zellen ohne Auswirkung auf die intrazelluläre Ca
2+-Konzentration. Vier Stunden nach 
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Infektion mit ACE löste die Stimulation mit Ramiprilat in diesen Zellen jedoch einen 
zweiten, wenn auch geringen Anstieg der intrazellulären Ca
2+-Konzentration aus, der 
ACE-Inhibitor reaktivierte das Bradykinin-induzierte Ca
2+-Signal (Abb.37B). Allerdings 
war die Ca
2+-Antwort nach Stimulation mit Bradykinin nicht mehr so ausgeprägt 
verglichen mit nicht-infizierten Zellen, was auf eine Beeinflussung der Zellen durch 
die Infektion hindeutete. Acht Stunden nach der Infektion war zwar der reaktivierende 
Effekt von Ramiprilat noch deutlicher (Abb.37C), der Zustand der Zellen hat sich 
jedoch hier entscheidend verschlechtert, wie bei lichtmikroskopischer Betrachtung 
sichtbar wurde. Um ein Ca
2+-Signal zu induzieren, war in diesen Zellen bereits eine 
Bradykinin-Konzentration von 30 nmol/L nötig, und eine Plateauphase war nicht 
mehr zu beobachten. Diese Befunde zeigen, dass ACE-Inhibitoren tatsächlich nur in 
Gegenwart von ACE in der Lage sind, das Bradykinin-induzierte Ca
2+-Signal zu 
reaktivieren. Die Infektion mit dem Semliki-Forest-Virus beeinflusste die Zellen 
jedoch in hohem Maße, wahrscheinlich aufgrund der hohen ACE-Expression nach 
der Infektion. Die Überladung der Zellen mit ACE-Protein, wie auch dem Western-
Blot zu entnehmen war, ist der Grund, dass dieses System nicht für längerfristige 
Untersuchungen der Interaktion zwischen ACE und B2-Kinin-Rezeptor (z.B. zur 
Analyse des Einflusses der CK2-Hemmung durch DRB) geeignet ist. 
3.16.2. Effekt von DRB auf die Potenzierung der Bradykinin-induzierten 
Zellaktivierung durch ACE-Inhibitoren 
Auf Quarzplättchen angezogene Primärkulturen von HUVEC wurden benutzt, um 
nach Hemmung der CK2 den potenzierenden Effekt von Ramiprilat auf das durch 
Bradykinin hervorgerufene Ca
2+-Signal zu studieren. Dazu wurden die Zellen nach 
achtstündiger Vorinkubation mit DRB oder Lösungsmittel mit Fura-2/AM beladen, 
und der Bradykinin-induzierte Anstieg der intrazellulären Ca
2+-Konzentration in An- 
oder Abwesenheit von Ramiprilat (Preinkubation über 20 Minuten) gemessen 
(Abb.38). Die Potenzierung des Bradykinin-induzierten Ca
2+-Signals nach 20-
minütiger Vorinkubation mit Ramiprilat war dabei unter Kontrollbedingungen deutlich 
erkennbar. Die Hemmung der CK2 durch DRB hat per se einen reduzierenden Effekt 
auf das Bradykinin-induzierte Ca
2+-Signal, die durch Ramiprilat hervorgerufene 
Potenzierung war jedoch nicht beeinflusst. Gleiches war zu beobachten, wenn man 
statt des Bradykinin-induzierten Ca
2+-Anstiegs die Bradykinin-induzierte Relaxation in 
Arterien humanen Netzgewebes (Omentum majus) untersuchte (Abb.39).  
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Abb.38: Einfluss von DRB auf die ACE-Inhibitor induzierte Potenzierung des Bradykinin-
induzierten intrazellulären Ca
2+-Signals. Der Bradykinin (3 nmol/L) induzierte intrazelluläre Ca
2+-
Anstieg wurde nach vorangegangener Inkubation mit Lösungsmittel (-) oder Ramiprilat (+, 100 nmol/L) 
über 20 Minuten in HUVEC gemessen, wobei die Zellen vorher über acht Stunden ohne oder mit DRB 
(100 µmol/L) behandelt worden waren. Dargestellt sind die Mittelwerte±SEM der maximalen Änderung 
der intrazellulären Ca
2+-Konzentration (∆Ca2+ [nmol/L]) nach Bradykinin-Stimulation (n=4). 
 
Die Arterien wurden nach der Präparation in Ringe geschnitten, diese für acht 
Stunden mit DRB oder Lösungsmittel in Tyrode bei 37°C vorinkubiert und die 
Bradykinin-induzierte Relaxation in Form einer Dosis-Wirkungs-Kurve (DWK) 
aufgezeichnet, wobei der CK2-Inhibitor noch während der Messung im Organbad 
präsent war. Auch hier bewirkte die etwa 30-minütige Präinkubation mit Ramiprilat 
sowohl in Ab- wie auch in Anwesenheit von DRB eine Verstärkung der Bradykinin-
induzierten Relaxation, deutlich sichtbar anhand der Linksverschiebung der DWK 
von Bradykinin nach Ramiprilat-Stimulation.  




































wurden über 8 Stunden entweder mit
Lösungsmittel (CTL) oder mit DRB (100
µmol/L) inkubiert, im Organbad in Ab- oder
Anwesenheit von Ramiprilat (Ram, 100
nmol/L, 30 Minuten vor Bradykinin-Gabe) mit
dem Thromboxananalog U46619 isometrisch




Relaxationen von jeweils 4 Experimenten
zusammen. 
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Die Vorinkubation der Omentalarterien mit DRB allein hatte zwar per se einen 
hemmenden Effekt auf die Bradykinin-induzierte Relaxation im Vergleich zu 
unbehandelten Kontrollarterien (Rechtsverschiebung der DWK), aber die 
Vorinkubation mit Ramiprilat potenzierte die Relaxation derart, dass kein Unterschied 
zu der DWK unbehandelter Kontrollarterien zu erfassen war. Wurden Koronararterien 
des Schweins in gleicher Weise inkubiert und im Organbad untersucht, war ebenfalls 
keine Hemmung des potenzierenden Effektes von Ramiprilat auf die Bradykinin-
induzierte Relaxation zu erkennen (Abb.40). Allerdings wurde die Bradykinin-Antwort 
per se in diesen Arterien nicht deutlich durch die Vorinkubation mit DRB reduziert. 




































Schweinekoronararterien wurden für 8
Stunden entweder mit Lösungsmittel (CTL)
oder mit dem CK2-Inhibitor DRB (100
µmol/L) vorinkubiert, bevor die Bradykinin-
induzierte Relaxation der Ringe im Organbad
in Ab- oder Anwesenheit von Ramiprilat
(Ram, 100 nmol/L, 30 Minuten vor
Bradykinin-Gabe) bestimmt wurde. Dazu
waren die Ringe mit dem Thromboxananalog
U46619 isometrisch auf 80% des
Maximaltonus vorkontrahiert worden. Die
dargestellten Dosiswirkungskurven fassen
die Relaxationen von jeweils 4 Experimenten
zusammen.
 
3.16.3. Effekt von DRB und Ramiprilat auf die Substanz P- oder 
Acetylcholin-induzierte Relaxation 
Um die Spezifität des hemmenden Effektes von DRB auf die Bradykinin-induzierte 
Relaxation in Omentalarteien zu überprüfen und einen toxischen Einfluss des CK2-
Inhibitors auf die Gefässe auszuschliessen, wurde nach achtstündiger Vorinkubation 
der Arterien in DRB oder Lösungsmittel, deren Dilatation nach Gabe von Substanz P 
oder Acetylcholin untersucht. Dabei wurde beobachtet, dass DRB weder einen 
Einfluss auf die durch Substanz P (Abb.41A) noch auf die durch Acetylcholin 
hervorgerufene Relaxation (Abb.41B) hatte. Ebenso hatte die Vorinkubation mit dem 
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ACE-Inhibitor Ramiprilat keine Auswirkung. Ein toxischer Effekt von DRB auf die 
Omentalarterien konnte somit ausgeschlossen werden. 






























































Abb.41: Einfluss von DRB und Ramiprilat auf die durch Substanz P oder Acetylcholin 
hervorgerufene Relaxation menschlicher Omentalarterien. Gefäßringe menschlicher 
Omentalarterien wurden über 8 Stunden entweder mit Lösungsmittel (CTL) oder mit DRB (100 µmol/L) 
vorinkubiert, danach im Organbad mit dem Thromboxananalog U46619 isometrisch auf 80% des 
Maximaltonus kontrahiert und die Substanz P- (A) oder die Acetylcholin-induzierte (B) Relaxation in 
Ab- oder Anwesenheit von Ramiprilat (Ram, 100 nmol/L, 30 minütige Preinkubationszeit) bestimmt 
Die dargestellten Dosiswirkungskurven fassen die Relaxationen von jeweils 4 Experimenten 
zusammen. 
 
3.16.4. DRB hat keinen Einfluss auf das Bradykinin-induzierte Ca
2+-Signal 
in ACE-defizienten BHK-Zellen 
Zur genaueren Analyse des hemmenden Effektes von DRB auf die Bradykinin-
induzierte Zellaktivierung, wurden ACE-defiziente BHK-Zellen acht Stunden mit DRB 
oder Lösungsmittel behandelt, bevor das Bradykinin-induzierte intrazelluläre Ca
2+-
Signal in An- und Abwesenheit von Ramiprilat bestimmt wurde. Hierbei zeigte sich, 
dass die Vorbehandlung ACE-defizienter BHK-Zellen mit DRB keinen Effekt auf den 
Bradykinin-induzierten Anstieg der intrazellulären Ca
2+-Konzentration (Abb.42) hatte, 
und auch die Vorinkubation mit Ramiprilat ohne Einfluss blieb, wie bereits in 
Abschnitt 3.14.1 erläutert wurde. Die DRB-vermittelte Reduktion der durch Bradykinin 
ausgelösten Zellaktivierung liegt demnach nicht in einer eventuell toxischen Wirkung 
des Inhibitors begründet. 
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Abb.42: Einfluss von DRB auf die ACE-Inhibitor induzierte Potenzierung des Bradykinin-
induzierten Ca
2+-Signals in ACE-defizienten BHK-Zellen. Der Bradykinin (3 nmol/L)-induzierte 
intrazelluläre Ca
2+-Anstieg wurde nach vorangegangener Inkubation mit Lösungsmittel (-) oder 
Ramiprilat (+, 100 nmol/L) über 20 Minuten in ACE-defizienten BHK-Zellen gemessen, wobei die 
Zellen vorher über acht Stunden ohne oder mit DRB (100 µmol/L) behandelt worden waren. Die 
Änderung der intrazellulären Ca
2+-Konzentration (∆Ca
2+ [nmol/L]) nach Bradykinin-Stimulation wurde 
bestimmt. Dargestellt sind die Ergebnisse aus vier unabhängigen Versuchen. 
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4. Diskussion 
In dieser Arbeit konnte die Phosphorylierung von ACE in Endothelzellen gezeigt und 
die CK2 als eine ACE-phosphorylierende Kinase identifiziert werden. Dabei wurde 
der in der kurzen cytoplasmatischen Sequenz von ACE liegende Ser
1270-Rest als 
Hauptphosphorylierungsstelle des Enzyms detektiert. Diese CK2-vermittelte 
Phosphorylierung hat einen Einfluss auf die Lokalisation des Enzyms in der 
Plasmamembran sowie dessen Sekretion. Ferner wurde nach Identifizierung 
verschiedener ACE-assoziierter Proteine festgestellt, dass die Hemmung von ACE 
durch ACE-Inhibitoren oder die Bindung von Bradykinin an ACE die Aktivität oder 
den Grad der Phosphorylierung dieser assoziierten Proteine verändern kann, 
wodurch ACE Eigenschaften eines Signaltransduktionsmoleküls zukommen. Dieser 
Befund eröffnet eine völlig neue molekulare Basis für die gefäßprotektiven 
Eigenschaften von ACE-Inhibitoren und könnte möglicherweise auch für die 
Interaktion von ACE und B2-Kinin-Rezeptor von Bedeutung sein. Dabei scheint die 
CK2 zwar nicht direkt, aber über Signaltransduktionswege an diesem ACE/B2-Kinin-
Rezeptor-„Crosstalk“ beteiligt zu sein. So hat die Hemmung der CK2 keinen Einfluss 
auf die durch ACE-Inhibitoren ausgelöste Verstärkung der Bradykinin-induzierten 
Zellaktivierung, beeinflusst aber das Bradykinin-Signal nur in Zellen, die ACE 
exprimieren. Die einzelnen erwähnten Ergebnisse werden im Folgenden detailliert 
diskutiert. 
4.1. ACE-Phosphorylierung und Sekretion 
4.1.1. Einfluss der CK2-vermittelte Phosphorylierung von ACE auf die 
Sekretion des Enzyms 
Humanes ACE besitzt intrazellulär fünf potentiell phosphorylierbare, z.T. evolutionär 
hochkonservierte Serinreste. Drei dieser Serinreste liegen innerhalb der 
Konsensussequenzen bekannter Proteinkinasen, der Ser
1253-Rest in der Sequenz für 
die Phosphorylierung durch PKC (156-159), der Ser
1263-Rest in der Sequenz für PKA 
(160) und der Ser
1270-Rest in der Sequenz für CK2 (161-163), wobei der Ser
1253-Rest 
jedoch evolutionär nicht hoch konserviert ist. Mittels radioaktiver Markierung von 
Primärkulturen humaner Nabelschnurendothelzellen und 
Schweineaortenendothelzellen,  die stabil mit humanem somatischen Wildtyp-ACE 
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transfiziert waren, konnte erstmals gezeigt werden, dass das Enzym tatsächlich 
phosphoryliert in Endothelzellen vorliegt. Die zeitabhängige Vorinkubation 
32P-
markierter Endothelzellen mit dem spezifischen CK2-Inhibitor 5,6-Dichloro-1-β-D-
ribofuranosylbenzimidazol (DRB) identifizierte die Proteinkinase CK2 als ACE-
phosphorylierende Kinase. Da berücksichtigt werden muss, dass durch den Einsatz 
von DRB zur Untersuchung von Signaltransduktionsprozessen auch die 
Proteintranskription in Endothelzellen durch Hemmung der CK2 beeinflusst wird 
(164), konnte zusätzlich die CK2-vermittelte Phosphoylierung von nativem 
somatischen ACE oder eines dem cytoplasmatischen Anteil von ACE 
entsprechenden Peptides mittels in vitro Phosphorylierung unter Verwendung einer 
konstitutiv aktiven CK2 bestätigt werden. Außerdem findet sich mittels Co-
Immunpräzipitation eine aktive, DRB-sensitive CK2 assoziiert mit ACE in 
Endothelzellen. Ein weiterer, sehr überzeugender Beweis für die Phosphorylierung 
von ACE durch die CK2 ist die nahezu vollständig unterdrückte Phosphorylierung 
des Enzyms nach Mutation des intrazellulär innerhalb der Konsensussequenz für die 
CK2 liegenden Ser
1270-Restes. Die hauptsächliche Konsequenz dieser CK2-
vermittelten Phosphorylierung von ACE scheint die Regulation der basalen Sekretion 
des Enzyms zu sein, da sowohl nach Behandlung mit DRB als auch nach Mutation 
des Ser
1270-Restes vermehrt lösliches, C-terminal gekürztes ACE im 
Zellkulturüberstand der entsprechenden Endothelzellen, verglichen mit 
unbehandelten oder Wildtyp-ACE-transfizierten Zellen, zu finden ist. Ferner wird die 
intrazelluläre Lokalisation des Enzyms durch die CK2-vermittelte Phosphorylierung 
beeinflusst, da in den stabil mit der ACE(S1270A)-Mutante transfizierten 
Schweineaortenendothelzellen  weniger Enzym plasmamembanär vorliegt, ebenso 
wie in Primärkulturen humaner Nabelschnurendothelzellen  nach Behandlung mit 
DRB. Eine ACE∆S-Mutante, in der alle intrazellulären Serinreste zu Alanin mutiert 
worden sind und deren Phosphorylierung vollständig gehemmt ist, liegt scheinbar nur 
als unreife „Precursor“-Form des Enzyms in intrazellulären Kompartimenten vor und 
wird nicht mehr in die Plasmamembran integriert, sondern direkt, DRB-insensitiv 
sezerniert. 
Da nicht nur natives somatisches ACE, sondern auch ein dem intrazellulären C-
Terminus von ACE entsprechendes Peptid in vitro durch die CK2 phosphoryliert 
werden kann, und die Phosphorylierung von ACE∆S vollständig, die der 
ACE(S1270A)-Mutante stark unterdrückt ist, liegt es nahe, dass die CK2-vermittelte 
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Phosphorylierung von ACE hauptsächlich innerhalb der intrazellulären Sequenz an 
dem Ser
1270-Rest erfolgt. Dennoch weist diese Mutante nach Immunpräzipitation aus 
32P-markierten Schweineaortenendothelzellen ein geringes autoradiographisches 
Signal auf, was darauf hinweist, dass eine Phosphorylierung an weiteren Serinresten 
stattfindet. Dies kann zum einen die Folge einer sogenannten alternativen 
Phosphorylierung sein, wie sie beispielsweise bei der Bestimmung der 
Phosphorylierungsstellen des Bradykinin B2-Rezeptor beobachtet wurde (165). Nach 
Mutation der Hauptphosphorylierungsstelle des Rezeptors (Ser
348) zu Alanin wird 
alternativ ein benachbarter Serinrest (Ser
346) phosphoryliert, wodurch der Effekt der 
Mutation funktionell kompensiert wird. Demnach könnte auch die Phosphorylierung 
eines alternativen Serinrestes innerhalb der cytoplasmatischen ACE-Sequenz der 
ACE(S1270A)-Mutante funktionell kompensatorisch wirken, wodurch diese schwach 
phosphorylierte ACE(S1270A)-Mutante, verglichen mit der nicht-phosphorylierbaren 
ACE∆S-Mutante, zwar noch in die Plasmamembran der Endothelzellen integriert, 
aber dennoch stärker als Wildtyp-ACE sezerniert wird. Andererseits könnte ACE 
natürlich auch an weiteren intrazellulären Serinresten konstitutiv phosphoryliert sein, 
wodurch zusätzlich zur Phosphorylierung am Ser
1270-Rest die 
Zelloberflächenexpression und die Sekretion des Enzyms reguliert sein könnte. 
Einen Hinweis auf die mögliche Beteiligung eines weiteren Serinrestes an der 
Regulation des Sekretionsprozesses gibt die Analyse der Sekretion der 
ACE(S1253A)-Mutante. Die Mutation des Ser
1253-Restes, der innerhalb der 
Konsensussequenz für die PKC liegt, resultiert zwar nicht in einer Reduktion der 
Phosphorylierung, verstärkt aber dennoch die Sekretion dieser Mutante im Vergleich 
zu Wildtyp-ACE. Dies deutet darauf hin, dass dieser Ser
1253-Rest für die 
Phosphorylierung zwar nicht entscheidend, die Anwesenheit des Restes aber 
ausschlaggebend für die Stabilisierung des Enzyms in der Plasmamembran ist. 
Möglicherweise liegt der Ser
1253-Rest innerhalb einer Erkennungssequenz für die 
Bindung stabilisatorisch wirkender, noch unbekannter ACE-assoziierter Proteine. 
Nahezu auszuschliessen ist eine PKC-vermittelte Phosphorylierung von ACE an 
diesem oder einem anderen intrazellulären Serinrest, da mittels in vitro 
Phosphorylierung unter Verwendung einer aktiven PKC keine ACE-Phosphorylierung 
nachgewiesen werden konnte, obwohl die PKC-Inhibitor-sensitive 
Autophosphorylierung der PKC die Aktivität des Enzyms belegte (166;167). Die 
Stimulation 
32P-markierter Endothelzellen mit dem PKC-Inhibitor RO 31-8220 über 
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15  Minuten resultierte zudem nicht in der Reduktion, sondern vielmehr in einer 
Potenzierung der Phosphorylierung humanen somatischen ACE. Dies läßt vermuten, 
dass der PKC bezüglich der Phosphorylierung von ACE eine negativ regulatorische 
Rolle zukommt, sei es durch die Beeinflussung der ACE-assoziierten CK2, die durch 
die Stimulation mit RO 31-8220 aktiviert wird, oder auch durch einen inhibitorischen 
Einfluss auf die an der ACE-Dephosphorylierung beteiligten Phosphatasen. Eine 
direkte Aktivierung der CK2 durch die atypisch PKC-Isoform PKC-ζ wurde kürzlich 
beschrieben (168), wobei anscheinend die PKC mit der CK2β-Untereinheit 
interagiert, diese phosphoryliert und dadurch regulatorisch die CK2-Aktivität 
beeinflusst. Andere Studien weisen darauf hin, dass die CK2 Heterokomplexe mit 
anderen Kinasen bilden kann, wodurch die Funktion und Substratspezifität der CK2 
verändert werden kann (169). Zudem ist die PKC in der Lage, die Aktivität der 
Proteinphosphatase PP1, von der in dieser Arbeit eine Assoziation mit ACE 
nachgewiesen werden konnte und die daher als potentielle ACE-
dephosphorylierende Phosphatase in Frage kommt, durch Phosphorylierung 
inhibitorischer Proteine zu modulieren (170-172). 
Die hier beobachteten Effekte einer ACE-Phosphorylierung durch die CK2 auf die 
Stabilisierung in der Plasmamembran sowie die Sekretion des Enzyms werden durch 
Befunde gestützt, die ebenfalls der CK2 eine Funktion bei der Stabilisierung, 
intrazellulären Lokalisation oder Komplexformatierung verschiedener Proteine 
zuschreiben. Beispielsweise scheint die C-terminale Phosphorylierung der Lipid-
Phosphatase PTEN (173;174) durch die CK2 negativ regulatorisch auf deren Aktivität 
(175) einzuwirken, sowie auf die Inkorporation der Phosphatase in einen PTEN-
assoziierten Proteinkomplex (176) und auf den proteasomalen Abbau des Proteins 
(177). Auch das humane Ubiquitin-konjugierte Enzyme CDC34 (178) wird innerhalb 
des Carboxy-Terminus durch die CK2 phosphoryliert, wobei nach Mutation der CK2-
Phosphorylierungsstellen das Enzym statt im Kern cytoplasmatisch lokalisiert ist 
(179). Ferner konnte kürzlich gezeigt werden, dass auch die Sekretion des Typ II 
Membranproteins TNF-α in Makrophagen durch CK2-vermittelte Phosphorylierung 
reguliert wird, im Gegensatz zu ACE wird aber die Sekretion durch Stimulation mit 
DRB konzentrationsabhängig gehemmt (180). 
Dass zusätzlich zur CK2 parallel eine Isoform der PKC an der C-terminalen 
Phosphorylierung zur Regulation der Funktion, intrazellulären Lokalisation oder 
Sekretion verschiedener Proteine beteiligt ist, wurde ebenfalls beschrieben, 
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interessanterweise auch für eine Reihe weiterer zur Familie der Typ I 
Membranproteine gehörenden Proteine. Beispielsweise wird CD163, exprimiert in 
Monocyten und Makrophagen (181), C-terminal durch CK2 und PKC phosphoryliert, 
wobei der Einsatz verschiedener Inhibitoren von CK2 und PKC zeigte, dass beide 
Kinasen an der Regulation des Signaltransduktionsprozesses zur Sekretion 
proinflammatorischer Cytokine beteiligt sind (182). Auch das im endoplasmatischen 
Retikulum (ER) lokalisierte Typ I Membranprotein Calnexin (183;184) wird durch die 
CK2 an Ser
534, Ser
544 (185;186) und durch die PKC oder die „Prolin-directed“ 
Proteinkinase (PDK) an Ser
563 cytoplasmatisch phosphoryliert, wodurch 
wahrscheinlich die vom ER-ausgehenden Transportprozesse reguliert werden (186). 
Ferner scheinen an der C-terminalen Phosphorylierung des transmembranären 
Adhäsionsmoleküls E-Cadherin (187-189) neben der CK2 noch andere Kinasen 
direkt oder indirekt beteiligt zu sein, wobei es sich sehr wahrscheinlich um eine 
Proteinkinase C-Isoform handelt (190-192). Die Reduktion der Phosphorylierung von 
E-Cadherin geht dabei mit einer Änderung seiner intrazellulären Lokalisation sowie 
seiner Funktion einher (192). 
Schliesslich wird auch die CD10/neutrale Endopeptidase 24.11 (NEP) (193), die 
neben ACE ebenfalls am Umsatz von Bradykinin, Substanz P sowie Angiotensin I 
und II beteiligt ist (194-199), durch die CK2 cytoplasmatisch phosphoryliert und 
reguliert (8). 
 
4.1.2. Mögliche extrazelluläre ACE-Phosphorylierung 
Die Mutation des Ser
1270-Restes innerhalb des cytoplasmatischen ACE-Segmentes 
identifizierte zwar eine wesentliche intrazelluläre Phosphorylierungsstelle des 
Enzyms, eine weitere Phosphorylierungsstelle kann jedoch aufgrund der schwachen 
Phosphorylierung dieser ACE-Mutante, wie bereits erörtert, nicht ausgeschlossen 
werden. Da die CK2 neben weiteren CK-ähnlichen Proteinkinasen auch extrazellulär 
als aktive Kinasen im Serum (200) vorliegt, beispielsweise nach Sekretion aus 
Endothelzellen (201-203), Epithelzellen (204;205), neutrophilen Granulozyten 
(206;207) und aktivierten Thrombozyten (208-210), kann natürlich auch extrazellulär 
eine CK2-vermittelte Phosphorylierung von ACE vorliegen. Ferner existieren 
Hinweise auf eine extrazelluläre PKC-Aktivität (211;212). So wird das sekretierbare 
 β-Amyloid Precursor Protein (βAPP) (213), welches ebenfalls zur Familie der Typ I 
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der Membranproteine gehört, nicht nur intrazellulär innerhalb der cytoplasmatischen 
Domäne phosphoryliert (214;215), sondern hauptsächlich an der Zelloberfläche 
durch die Ekto-Caseinkinasen 1 und 2 (216-218). Ebenso wird Vitronektin, ein 
adhäsives Glykoprotein der extrazellulären Matrix verschiedener Zellen sowie 
zirkulierend im Blut (219-221), durch die CK2 an dem Thr
50-Rest und Thr
57-Rest 
extrazellulär phosphoryliert, wodurch die Zelladhäsion und die Migration von 
kultivierten Endothelzellen erhöht wird, wahrscheinlich durch höhere Affinität des 
phosphorylierten Vitronektins zu αvβ3-Integrin (222;223). Ferner kann Vitronektin 
funktionell auch durch extrazelluläre Phosphorylierung über die PKA (224) und die 
PKC (225) reguliert werden. Auch wenn die extrazelluläre Phosphorylierung 
funktionell von Bedeutung ist, so scheint den beschriebenen Funktionen nicht die 
Regulation der Lokalisation oder der Sekretion der betreffenden Proteine 
zuzukommen. Allerdings ist zu bedenken, dass gerade eine extrazelluläre 
Phosphorylierung von ACE an dem Ser
1204-Rest wahrscheinlich nicht ohne 
Auswirkungen auf die Sekretion des Enzyms bleiben würde, da eine mögliche 
proteolytische Schnittstelle von ACE zwischen den Aminosäureresten Arg
1203  und 
Ser
1204  zu liegen scheint (226). Veränderungen innerhalb dieser sogenannten 
juxtamembranären „Stalk“-Region (48) von ACE durch Mutation oder Glykosylierung 
resultierten meist in einer Veränderung der Sekretion des Enzyms, sei es eine 
Reduktion bzw. Potenzierung der sezernierten Enzymmenge (227-229) oder die 
Abspaltung des Enzyms an alternativen proteolytischen Schnittstellen (230;231). Die 
Mutation aller intrazellulären Serinreste in der ACE∆S-Mutante hemmt zwar die 
Phosphorylierung des Enzyms vollständig, eine in den sekretorischen Vesikeln 
(216;232) oder an der Plasmamembran stattfindende extrazelluläre ACE-
Phosphorylierung kann aufgrund der fehlenden Integration dieser Mutante in die 
Plasmamembran jedoch nicht ganz ausgeschlossen werden. Lösliches ACE ist in 
jedem Fall, wie gezeigt werden konnte, nicht phosphoryliert. Damit liegt nahe, dass 
der phosphorylierte Rest nach proteolytischer Abspaltung des Enzyms in der C-
terminalen Domäne verbleibt, sei es intra- oder extrazellulär. 
 
4.1.3. Sekretion aus einem intrazellulären Kompartiment 
Die direkte Sekretion der ACE∆S-Mutante aus dem endoplasmatischen Retikulum 
erscheint zunächst ungewöhnlich, wurde jedoch analog für eine am C-Termius um 
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47 Aminosäuren (entsprechend der transmembranären und cytoplasmatischen 
Domäne) gekürzte Mutante beschrieben (48). Auch eine andere ACE-Mutante, in der 
ein an der proteolytischen Schnittstelle liegender Asparaginrest (Asn
631 im 
testikulären ACE, korrespondierend zu Asn
1203 im somatischen ACE) gegen 
Glutamin ausgetauscht worden war, wurde bereits intrazellulär proteolysiert (230). 
Dabei wurde postuliert, dass wahrscheinlich eine alternative Sekretase für die 
proteolytische Spaltung des Enzyms in den intrazellulären Kompartimenten 
verantwortlich ist, da der Sekretionsprozess nicht wie der des Wildtyp-ACE durch 
den Metallosekretase-Inhibitor Batimastat reduziert werden konnte (94). Ferner 
wurde ein strukturelles Motiv innerhalb der cytoplasmatischen ACE-Domäne zur 
Bindung löslicher und/oder membrangebundener Faktoren im Cytosol postuliert, 
wodurch die Transportkinetik des Enzyms reguliert werden könnte. Eine 
proteolytische Spaltung im endoplasmatischen Retikulum würde dieses Motiv 
eliminieren und zu einer effizienteren Transportkinetik führen (230). Ein ACE-
bindender und die Transportkinetik des Enzyms regulierender Faktor könnte das im 
endoplasmatischen Retikulum lokalisierte Protein-Chaperon BiP (233;234) sein, 
welches an ACE bindet und die Sekretion des Enzyms reduziert (64). Auch die 
proteolytische Spaltung des Typ I Membranproteins βAPP kann nicht nur an der 
Zelloberfläche (235), sondern auch in den Vesikeln während des Transportes vom 
Golgi-Apparat zur Plasmamembran erfolgen (236;237). 
 
4.1.4. Basale und induzierbare ACE-Sekretion 
Die Charakterisierung verschiedener Metallosekretasen, die an der proteolytischen 
Spaltung von Membranproteinen beteiligt sind, zeigte, dass ihnen generelle 
Eigenschaften, wie die Sensitivität gegenüber bestimmten Metalloproteinase-
Inhibitoren und die Aktivierbarkeit durch Phorbolester, gemeinsam sind (88;238;239). 
So wird auch neben der basalen Sekretion somatischen ACE eine verstärkte 
proteolytische Spaltung des Enzyms nach Stimulation mit PMA beobachtet, 
allerdings in geringerem Ausmaß verglichen mit der durch PMA induzierten 
proteolytischen Spaltung testikulären ACE (87;226). Obwohl für testikuläres ACE 
eine Assoziation mit verschiedenen Isoformen der PKC beschrieben, sowie eine 
mögliche Involvierung einer C-terminalen Phosphorylierung zur Regulation der 
Sekretion diskutiert wurde (64), konnte die Assoziation von PKC und somatischem 
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ACE in Endothelzellen weder mittels Co-Immunpräzipitation noch 
Affinitätschromatographie bestätigt werden. Auch eine direkte Phosphorylierung 
somatischen ACE durch die PKC konnte in vivo und in vitro nicht nachgewiesen 
werden. Demnach beruht die Induzierbarkeit der proteolytischen Spaltung durch 
PMA wahrscheinlich nicht auf einer Beeinflussung der ACE-Phosphorylierung, 
sondern eher auf einer Aktivierung der an der ACE-Sekretion beteiligten Sekretasen. 
Dafür spricht auch, dass PMA in Endothelzellen die proteolytische Spaltung der 
kaum phosphorylierten und basal stärker sekretierten ACE(S1270A)-Mutante sowie 
die des Wildtyp-ACE gleichermaßen aktivieren kann. Die basale Sekretion und die 
PMA-induzierte Sekretion des ACE scheinen demnach durch zwei verschiedene 
Prozesse reguliert zu sein. Die basale Sekretion durch die CK2-vermittelte 
Phosphorylierung des Enzyms und die PMA-induzierte durch den Einfluss des 
Phorbolesters auf die ACE-Sekretase. Da diese bisher noch nicht identifiziert werden 
konnte, kann der Effekt von PMA sowie eine direkte Beteiligung der PKC bei der 
Aktivierung der Sekretase nicht näher charakterisiert werden. Ein direkter Einfluss 
der PKC-δ auf die Regulation der Sekretion des Heparin-gebundenen epidermalen 
Wachstumsfaktors (HB-EGF) konnte zum einen durch Phosphorylierung von ADAM-
9, einem Mitglied der Disintegrin und Metalloproteinasen (ADAM) Familie (240-242), 
nachgewiesen werden (243), andererseits wird diskutiert, ob die PKC über eine 
Aktivierung von MAP-Kinasen die zur Sekretion führenden 
Signaltransduktionsprozesse einleitet (244-249). 
Die Beobachtung, dass die Mechanismen zur Regulation der basalen und 
induzierten proteolytischen Spaltung von ACE grundsätzlich verschieden sind, wird 
auch durch andere Befunde gestützt. Zum einen kann die basale Sekretion löslichen 
ACE intakter Zellen nicht vollständig durch Metalloproteinase-Inhibitoren wie BB94 
(Batimastat) unterdrückt werden (229-231;250), wobei diese Substanzen unter 
zellfreien Bedingungen die proteolytische Spaltung komplett hemmen (89). Zum 
anderen ist auch die induzierte proteolytische Spaltung des ACE, beispielweise 
neben PMA ausgelöst durch Behandlung mit ACE-Antikörpern (251), nur zum Teil 
sensitiv gegenüber den entsprechenden Metalloproteinase-Inhibitoren. 
Ferner scheint die ACE-Proteolyse noch weiteren Regulationsmechanismen zu 
unterliegen. Mutationen innerhalb der sogenannten „Stalk“-Region, in der die 
proteolytische ACE-Spaltung erfolgt, verändern deren Effizienz (227;228;252), sei es 
nun aufgrund der Veränderung der Erkennungssequenz oder der Aktion einer 
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alternativen Sekretase (86;230;231). Auch die Anwesenheit der extrazellulären N-
terminalen Domäne scheint die basale Sekretion, nicht die PMA-induzierte, zu 
verhindern (87), sterisch oder durch direkte Hemmung der Sekretase, weshalb 
wahrscheinlich auch die Proteolyse testikulären ACE effizienter verläuft als die des 
somatischen Enzyms. Desweiteren wurde beschrieben, dass der Plasma-ACE-
Spiegel einer genetischen Kontrolle unterliegt (253). Nach Identifizierung eines 
Insertions/Deletions-(I/D) Polymorphismus des ACE-kodierenden Gens, konnte ein 
Zusammenhang des D-Allels mit einem erhöhten Plasma-ACE-Level nachgewiesen 
werden (39;43;254). 
Da zudem in dieser Arbeit eine verstärkte ACE-Phosphorylierung nach Hemmung 
der PKC durch RO 31-8220 beobachtet wurde, besteht die Möglichkeit, dass PMA 
die ACE-Sekretion über zwei Mechanismen zu regulieren vermag, einmal über die 
Aktivierung der Metalloproteinase und zusätzlich durch eventuelle Reduktion der 
ACE-Phosphorylierung. Letzteres in den untersuchten Endothelzellen nachzuweisen, 
war jedoch nicht möglich, da die zellulären Effekte von PMA derart vielfältig sind, 
dass die erhaltenen Ergebnisse nicht eindeutig zu interpretieren wären, und PMA 
aufgrund der Aktivierung der Metalloproteinasen zudem für die Untersuchung eines 
Zusammenhanges zwischen ACE-Sekretion und Phosphorylierung ungeeignet ist. 
 
4.2. ACE als Signaltransduktionsmolekül 
4.2.1. Identifizierung ACE-assoziierter Proteine 
Neben der CK2 konnten in dieser Arbeit erstmalig noch weitere ACE-gebundene 
Proteine mittels Co-Immunpräzipitation und Affinitätschromatographie nachgewiesen 
werden. Dabei scheint die Bindung von ACE an andere Proteine über die kurze 
intrazelluläre Domäne des Enzyms zu erfolgen, da die gefundenen 
Assoziationspartner nicht nur an das gesamte Wildtyp-ACE binden, sondern auch an 
ein dem intrazellulären C-Terminus von ACE entsprechendes Peptid. Durch N-
terminale Sequenzierung konnten die schwere  Kette nicht-muskulären Myosins 
(NMMHC) (255;256), β-Aktin (257;258) sowie das Calzium und Phospholipide 
bindende cytoskeletale Protein Annexin 2 (Calpactin 1) (259-261) identifiziert 
werden. Unter Verwendung spezifischer Antikörper konnten zudem auch die MAP-
Kinase JNK/SAPK (262;263) sowie die Proteinphosphatase PP1 (264;265) assoziiert 
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mit ACE nachgewiesen werden. Dabei konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt 
werden, dass die Bindung von ACE-Inhibitoren oder dem ACE-Substrat Bradykinin 
an ACE nicht nur die Phosphorylierung des Enzyms selbst, sondern auch die 
Phosphorylierung oder Aktivität der assoziierten Proteine NMMHC, CK2 und JNK 
beeinflusst, was im folgenden Abschnitt 4.2.2 ausführlich behandelt wird. Über eine 
funktionelle Konsequenz der Interaktion des ACE mit β-Aktin, Annexin 2 und der 
Phosphatase PP1 können nur Vermutungen angestellt werden. Einerseits kann ACE 
schlicht nur über die cytoskeletalen Proteine β-Aktin und Annexin 2, sowie auch 
NMMHC, in der Plasmamembran verankert und stabilisiert sein, andererseits wird 
den Proteinen eine funktionell relevante Bedeutung für die Regulation der Membran-
Cytoskelet-Dynamik, beispielsweise der Zell-Motilität oder des intrazellulären 
Transportes, zugeschrieben (266-271), wobei möglicherweise die Interaktion mit 
ACE aktiv oder passiv ist. Ferner wird auch der Phosphatase PP1 eine Rolle bei der 
Regulation der Zell-Motilität zugeschrieben (272;273). Die Assoziation von ACE mit 
dieser Phosphatase deutet dabei wohl eher darauf hin, dass es sich hier um die 
ACE-dephosphorylierende Phosphatase handelt. Allerdings ist bisher nur für den 
Transkriptionfaktors SP-1 in pankreatischen β-Zellen eine Regulation der 
Phosphorylierung/Dephosphorylierung durch CK2 und PP1 beschrieben (274), 
während eine direkte Assoziation und gegenseitige Beeinflussung von CK2 und der 
Phosphatase PP2A vielfach nachgewiesen wurde (164;275-279). Diese 
Phosphatase wurde allerdings weder mit ACE co-präzipitiert, noch an die 
Affinitätschromatographiesäule assoziiert gefunden. Ferner fand sich abhängig von 
der Stimulation mit dem ACE-Substrat Bradykinin oder dem ACE-Inhibitor Ramiprilat 
ein bis dato nicht-identifiziertes 90 kDa Protein, das mit einem gegen die N-terminale 
Domäne von ACE gerichteten Antikörper in Western-Blot-Experimenten 
nachgewiesen werden konnte. Demnach könnte es sich um ein ACE-homologes 
Enzym oder um ein ACE-Degradationsprodukt handeln. Ein ACE-homologes Enzym, 
das sogenannte ACE2 oder ACEH (131-133;280), entspricht etwa diesem 
Molekulargewicht. Die Detektion dieses Enzyms mittels eines N-terminalen ACE-
Antikörpers ist jedoch fraglich. 
Eine Assoziation von somatischem ACE mit einer PKC-Isoform oder dem Protein 
Chaperon BiP, wie sie für die testikuläre Isoform nachgewiesen wurde (64), konnte 
nicht nachgewiesen werden. Weiterhin wird aufgrund des beschriebenen 
„Crosstalks“ von ACE und B2-Kinin-Rezeptor angenommen, dass diese 
   85
interagierenden Proteine assoziiert in Endothelzellen vorliegen (130), was sich 
jedoch hier nicht bestätigen liess. 
4.2.2. ACE-Inhibitoren und das ACE-Substrat Bradykinin modulieren ACE 
sowie die assoziierten Proteine bezüglich Phosphorylierung oder 
Aktivität 
Da neben der intrazellulären Phosphorylierung von ACE, die die Stabilität des 
Enzyms in der Plasmamembran reguliert, auch die Assoziation des Enzyms mit 
verschiedenen, zum Teil aktiv an Signaltransduktionskaskaden beteiligten Proteinen 
gefunden wurde, liegt eine Bedeutung des Enzyms bei der Regulation intrazellulärer 
Prozesse nahe. Dies wird vor allem durch den Befund gestützt, dass die ACE-
Phosphorylierung in Endothelzellen nicht etwa permanent vorliegt, sondern durch 
Stimulation mit einem ACE-Inhibitor oder dem ACE-Substrat Bradykinin transient 
moduliert werden kann. Dabei können die Effekte nicht über eine B2-Kinin-Rezeptor 
vermittelte Signaltransduktion hervorgerufen sein, da zumindest die ACE-
überexprimierenden Schweineaortenendothelzellen diesen Rezeptor nicht 
exprimieren. Die induzierte Phosphorylierung des Enzyms erfolgt rasch und ist nach 
zweiminütiger Stimulation sowohl mit Ramiprilat als auch mit Bradykinin maximal. 
Nach etwa siebenminütiger Stimulation gleicht der Grad der Phosphorylierung bereits 
wieder dem unter Basalbedingungen. Parallel, jedoch zeitlich um einige Minuten 
verzögert erfolgt zudem die Phosphorylierung des ACE-assoziierten NMMHC nach 
Stimulation mit Ramiprilat oder Bradykinin. Da die zeitabhängige Inkubation 
32-
markierter humaner Nabelschnurendothelzellen mit dem CK2-Inhibitor DRB nicht nur 
in einer Reduktion der Phosphorylierung des ACE, sondern auch des NMMHC 
resultierte, scheint die NMMHC-Phosphorylierung ebenfalls durch die Proteinkinase 
CK2 katalysiert zu sein. Die CK2-vermittelte C-terminale Phosphorylierung von 
NMMHC war bereits in vitro und in vivo nachgewiesen worden (281-285). Auch die 
PKC sowie die Ca
2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase waren als NMMHC-
phosphorylierende Kinasen identifiziert worden (281;286-292). Obwohl die 
Phosphorylierung von NMMHC in vielen nicht-muskulären Vertebratenzelltypen 
beobachtet wurde (284;293-300), ist deren Funktion noch nahezu unbekannt, liegt 
aber wahrscheinlich in der Regulation der Filamentbildung nicht-muskulären Myosins 
(281;301). Allerdings scheint der NMMHC-Phosphorylierung in höheren Organismen 
keine lebenswichtige Bedeutung zuzukommen (287), während sie in Dictyostelium 
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essentiell ist (302;303). Eine PKC-vermittelte Phosphorylierung scheint für ACE-
assoziiertes NMMHC nicht vorzuliegen, da das mit ACE co-präzipitierte Myosin 
weder  in vitro durch eine aktive PKC phosphoryliert werden konnte, noch die 
Vorbehandlung 
32P-markierter Endothelzellen mit dem PKC-Inhibitor RO 31-8220 
seinen Phosphorylierungsgrad reduzierte. Analog zur Phosphorylierung des ACE 
wurde die des NMMHC durch die Behandlung mit RO 31-8220 ebenso potenziert, so 
dass auch hier scheinbar ein negativ regulatorischer Effekt der PKC vorliegt, wie er 
bereits für die Phosphorylierung von ACE ausführlich diskutiert wurde. Die 
Hypothese wird vor allem durch den Befund gestützt, dass die Vorbehandlung der 
Endothelzellen mit dem PKC-Inhibitor RO 31-8220 zu einer Aktivierung der ACE-
assoziierten CK2 führt. Außerdem resultiert die Stimulation der Endothelzellen mit 
den ACE-Inhibitoren Ramiprilat oder Perindoprilat sowie mit dem ACE-Substrat 
Bradykinin in einer zeitabhängigen Aktivierung der ACE-assoziierten CK2, die etwa 
zeitgleich mit der durch diese Substanzen induzierten Phosphorylierung von ACE 
und NMMHC erfolgt. Eine Änderung der ACE-assoziierten CK2-Proteinmenge wurde 
nicht beobachtet. Die direkte Aktivierung der CK2 durch die Assoziation mit einem 
Zelloberflächenprotein wurde bereits für das in T- und B-Zellen exprimierte CD5 
beschrieben (304;305). Auch dieses transmembranäre Protein ist analog zu ACE 
aktivierungsunabhängig mit der CK2 assoziiert, wird cytoplasmatisch durch diese 
Kinase phosphoryliert und reguliert abhängig von seinem Aktivierungszustand die 
Aktivität der gebundenen CK2. Da Ramiprilat wie Perindoprilat bezüglich der CK2-
Aktivierung und ACE/NMMHC-Phosphorylierung gleich wirken, scheint es sich um 
einen Klasseneffekt dieser Pharmaka zu handeln. ACE-Inhibitoren können 
offensichtlich durch die Bindung an ACE Konformationsänderungen auslösen, die zur 
Aktivierung der CK2 und zur Initiierung einer Signaltransduktionskaskade führen. 
Damit wäre ACE nicht nur, wie lange angenommen, ein extrazellulär aktives, 
integrales Membranprotein, sondern über die intrazelluläre Domäne aktiv an 
Signaltransduktionsprozessen beteiligt. Auch das ACE-Substrat Bradykinin ist in der 
Lage, diese Prozesse auszulösen, jedoch nicht Angiotensin I. Dies kann zum einen 
darauf zurückzuführen sein, dass Bradykinin das bevorzugte Substrat von ACE ist 
(66;70), oder aber eventuell auf die Beteiligung unterschiedlicher aktiver Zentren des 
Enzyms am Umsatz von Bradykinin und Angiotensin I. Dies wird durch die Tatsache 
gestützt, dass die aktiven Zentren des Enzyms, obwohl strukturell hochgradig 
homolog (26;27), dennoch unterschiedlich bezüglich Substratspezifität und 
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Sensitivität gegenüber Inhibitoren oder regulatorisch wirkenden Faktoren wie 
beispielsweise Chlorid sind (28;65;67). Da desweiteren verschiedene spezifische 
ACE-Antikörper unterschiedliche Bindungsstellen am Enzym besetzen (13;306) und 
dadurch mehr oder minder die Sekretion des Enzyms beeinflussen (251), ist 
sicherlich auch für die Initiation der intrazellulären Signaltransduktion die genaue 
Bindungsstelle des Substrates an ACE entscheidend. Interessanterweise ist selbst 
das ACE-Substrat Bradykinin (Sequenz: Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg) ein 
Substrat der CK2 (307), inwieweit dies jedoch eventuell für die Aktivierung der 
intrazellulär ACE-assoziierten CK2 eine Rolle spielt ist fraglich. Zudem ist bisher 
einem möglicherweise phosphorylierten Bradykinin physiologisch keine Bedeutung 
beigemessen worden. 
Die verstärkte Phosphorylierung von ACE nach Stimulation mit dem ACE-Inhibitor 
Ramiprilat oder dem PKC-Inhibitor RO 31-8220 resultiert allerdings nicht in einer 
reduzierten Sekretion des Enzyms. Sicherlich ist die transiente, relativ rasch 
verlaufende Änderung der Phosphorylierung des Enzyms nicht ausreichend diesen 
proteolytischen Vorgang zu beeinflussen, im Gegensatz zur längerfristigen, 
permanent anhaltenden Dephosphorylierung des Enzyms durch die Behandlung mit 
dem CK2-Inhibitor DRB. 
 
4.2.3. Die Mutation des Ser
1270-Restes beeinflusst die ACE-induzierte 
Signaltransduktion 
Durch die Analyse des Phosphorylierungsgrades der ACE-Mutanten ACE(S1253A), 
ACE(S1263A) und ACE(S1270A) nach Stimulation mit dem ACE-Inhibitor Ramiprilat 
konnte gezeigt werden, dass nicht nur die basale, sondern auch die ACE-Inhibitor-
induzierte Phosphorylierung des Enzyms am intrazellulären Ser
1270-Rest erfolgt. 
Auch die Phosphorylierung des mit dieser ACE-Mutante assoziierten NMMHC 
scheint nicht mehr in dem Maße zu erfolgen, wie es für Wildtyp-ACE bzw. 
ACE(S1253A) und ACE(S1263A) assoziertes NMMHC gefunden wurde, obwohl 
Ramiprilat die ACE(S1270A)-gebundene CK2 ungehindert aktiviert. Die Mutation des 
einen Serinrestes ist demnach nicht essentiell für die Aktivierung der Kinase, aber 
doch für die Phosphorylierung von NMMHC. Offensichtlich muss die 
Phosphorylierung des ACE der des NMMHC vorangehen. Die alleinige Aktivierung 
der CK2 ist demnach nicht ausreichend. Diese Abhängigkeit der durch ACE 
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induzierten Signaltransduktion von der initialen Phosphorylierung des Enzyms selbst 
wird weiterhin gestützt durch den Befund, dass in ACE(S1270A)- im Vergleich zu 
Wildtyp-ACE-überexprimierenden Schweineaortenendothelzellen eine 
Vorbehandlung mit Ramiprilat über sieben Minuten nicht zur Aktivierung der c-Jun 
NH2-terminalen Kinase (JNK) führt. Dies liefert eine weitere bestätigung, dass 
Wildtyp-ACE als Signaltransduktionsmolekül fungiert. Wie die JNK genau aktiviert 
wird nach Ramiprilat-induzierter Phosphorylierung von ACE, bleibt noch ungeklärt. 
Eine direkte Aktivierung der JNK durch CK2-vermittelte Phosphorylierung kann 
aufgrund des Befundes in ACE(S1270A)-transfizierten PAEC, in denen die 
Ramiprilat-Stimulation nach wie vor zu einer Aktivierung der CK2 führt, 
ausgeschlossen werden. Zudem war zwar in vitro die Phosphorylierung der JNK an 
den Aminosäureresten Thr
404 und Ser
407 durch die CK2 gezeigt worden, aber die 
physiologische Bedeutung dieser Phosphorylierung blieb ungeklärt, da die 
Phosphorylierung des Thr
404-Restes und des Ser
407-Restes in keiner Änderung der 
MAP-Kinase-Aktivität resultierte (308). Möglicherweise sind freie CK2β-
Untereinheiten an der Modulation der JNK nach Ramiprilat-Stimulation beteiligt, die 
mehr oder minder an nicht-phosphoryliertes ACE(S1270A) im Vergleich zu 
phosphoryliertem Wildtyp-ACE binden könnten (309-315). Freie CK2α-
Untereinheiten scheinen hingegen die Deaktivierung der MAP-Kinase-
Signaltransduktionskaskade durch die Beeinflussung der MAP-Kinase Kinase (MEK) 
oder der Phosphatase PP2A zu regulieren (275;276). Wenn auch der Mechanismus, 
der nach Stimulation mit Ramiprilat zur Aktivierung der JNK führt, ungeklärt bleibt, 
bestätigt dieser Befund doch die Funktion des ACE als Signaltransduktionsmolekül. 
 
4.3. Interaktion von ACE und B2-Kinin-Rezeptor 
Der potenzierende und reaktivierende Effekt von ACE-Inhibitoren auf die Bradykinin-
induzierte Zellaktivierung sind nicht allein durch die Hemmung der Degradation von 
Bradykinin und einer möglichen Akkumulation von Bradykinin zu erklären 
(4;125;126;128;316-320). Ein direkter Effekt von ACE-Inhibitoren auf den B2-Kinin-
Rezeptor scheint nicht zu bestehen (127;130), obwohl dies kürzlich für den B1-Kinin-
Rezeptor beschrieben wurde (321). Vielmehr wird allgemein angenommen, dass ein 
„Crosstalk“ zwischen dem ACE und dem B2-Kinin-Rezeptor besteht. Dies wird durch 
die Tatsache gestützt wird, dass die Anwesenheit von ACE für die Beeinflussung der 
   89
Bradykinin-induzierten Zellaktivierung durch ACE-Inhibitoren erforderlich ist 
(127;130). Diese Hypothese konnte in dieser Arbeit durch die Messung der 
intrazellulären Ca
2+-Konzentration in ACE-defizienten BHK-Zellen vor und nach einer 
Infektion mit Wildtyp-ACE bestätigt werden. Nur in infizierten, ACE-exprimierenden 
Zellen führt die Stimulation mit dem ACE-Inhibitor Ramiprilat nach vorangegangener 
Bradykinin-Gabe zu einem erneuten Anstieg der intrazellulären Ca
2+-Konzentration. 
Da allerdings der Zellmetabolismus stark durch die Infektion beeinflusst wurde, 
konnten längerfristige Untersuchungen zur Charakterisierung des Crosstalks an 
diesem System nicht durchgeführt werden. Hierfür wäre die Entwicklung eines 
geeigneten Zellsystems, in dem sowohl ACE wie auch B2-Kinin-Rezeptor in 
ausreichenden Mengen vorliegen, notwendig, möglicherweise auch zur 
Untersuchung der Fähigkeit der verschiedenen ACE-Punktmutanten zur Interaktion 
mit dem B2-Kinin-Rezeptor. Um den Einfluss der CK2 auf die Interaktion der beiden 
membranären Proteine zu analysieren, wurde in humanen 
Nabelschnurendothelzellen nach achtstündiger Vorinkubation mit dem CK2-Inhibitor 
DRB die Potenzierung des Bradykinin-induzierten Ca
2+-Anstiegs durch den ACE-
Inhibitor Ramiprilat betrachtet. Dabei wurde deutlich, dass die Hemmung der CK2 
zwar nicht die Potenzierung durch Ramiprilat, aber die basale Bradykinin-Antwort der 
Zellen vermindert. Gleiches wurde bei der Bestimmung der Bradykinin-induzierten 
Relaxation in menschlichen Omentalarterien nach Vorbehandlung mit DRB 
beobachtet. Der ACE-Inhibitor Ramiprilat verstärkte deutlich die Bradykinin-induzierte 
Relaxation in DRB-vorbehandelten Arterien, gerade im Vergleich zu der stark 
gehemmten, basalen Relaxation in unbehandelten Arterien. Gleiches wurde in 
Koronararterien des Schweins beobachtet, wobei der basal inhibitorische Effekt von 
DRB auf die Bradykinin-induzierte Relaxation weniger deutlich war. DRB scheint 
spezifisch die Bradykinin-induzierte Zellaktivierung zu beeintächtigen, da sowohl die 
durch Acetylcholin wie auch die durch Substanz P hervorgerufene Relaxation nicht 
beeinflusst wurde. Da Bradykinin nach Aktivierung des B2-Kinin-Rezeptors die Serin-
Phosphorylierung und damit Desensitivierung des Rezeptors auslöst (318;322-325), 
besteht die Möglichkeit, dass auch die CK2 an diesem Prozess beteiligt ist. So wurde 
sowohl für den B2-Kinin-Rezeptor wie auch andere G-Protein gekoppelte Rezeptoren 
die Phosphorylierung durch Kinasen, die nicht der Familie der G-Protein gekoppelten 
Rezeptorkinasen (GRK) angehören, beschrieben (165;326;327). Die Beteiligung der 
CK1 an der Phosphorylierung G-Protein gekoppelter Rezeptoren wurde kürzlich 
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nachgewiesen (328-331). Ferner scheinen CK2-Phosphorylierungsstellen im C-
Terminus von G-Protein gekoppelten Rezeptoren den Internalisierungsprozess zu 
regulieren (332), sowie auch verschiedene an diesem Prozess beteiligte Proteine, 
wie Caveolin und Dynamin, durch die CK2 phosphoryliert und in ihrer Funktion 
modifiziert werden können (333-336). Demnach könnte die Vorbehandlung mit DRB 
zu einer Veränderung des Phosphorylierungs- und Aktivierungszustandes des B2-
Kinin-Rezeptor führen, wodurch die Reduktion der Bradykinin-induzierten 
Zellaktivierung erklärt werden könnte. Da ACE-Inhibitoren offensichtlich in der Lage 
sind die Phosphorylierung und Internalisierung des B2-Kinin-Rezeptors zu reduzieren 
(126;129), und nur die ACE-Inhibitor-induzierte Reaktivierung des Bradykinin-
Signales durch Inhibitoren der PKC oder der Phosphatasen PP1 und PP2A hemmbar 
ist, wird angenommen, dass die Aktivierung des Rezeptors durch Bradykinin über 
einen anderen Signaltransduktionsweg erfolgt, als die Rezeptor-Reaktivierung durch 
ACE-Inhibitoren (129). Diese Hypothese könnte erklären, warum die Bradykinin-
induzierte Zellaktivierung nach Inhibition der CK2 gehemmt ist, nicht aber die ACE-
Inhibitor-induzierte Potenzierung des Signales. Möglicherweise spielt bei der zur 
Potenzierung und Reaktivierung des B2-Kinin-Rezeptors führenden 
Signaltransduktionskaskade das ACE-assoziierte Annexin 2 eine wichtige Rolle, da 
Annexine nicht nur an der Regulation der intrazellulären Ca
2+-Konzentration beteiligt 
sind, sondern als Ca
2+- und Phospholipid-bindende cytoskeletale Proteine auch 
Prozesse der Proteinsekretion, des endo- und exocytotischen Vesikeltransportes und 
der membranären Organisation beeinflussen (261;337-341). Annexine wurden 
weiterhin auch als Substrate verschiedener Kinasen, so auch der CK2 und CK1 
identifiziert (342-347), so dass wahrscheinlich beide Proteine an der Interaktion von 
ACE und B2-Kinin-Rezeptor beteiligt sind. Warum allerdings der CK2-Inhibitor DRB 
nur die Bradykinin-induzierte Zellaktivierung in ACE-exprimierenden Zellen zu 
hemmen vermag, bleibt ungeklärt. Die Analyse dieses Befundes liefert jedoch 
möglicherweise Einsichten in die ACE-Inhibitor-induzierte Interaktion von ACE und 
B2-Kinin-Rezeptor. 
 
4.4. Mögliche Bedeutung der erhobenen Befunde 
Die hier erhobenen Befunde können möglicherweise zu einem vertieften 
mechanistischen Verständnis der zahlreichen positiven Eigenschaften von ACE-
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Inhibitoren beitragen. Da verschiedene ACE-Inhibitoren unterschiedlich effektiv 
zellgebundenes ACE und Plasma-ACE hemmen (348-352), könnte durch die 
Entwicklung spezieller ACE-Inhibitoren, die verstärkt auch die Phosphorylierung und 
Sekretion des Enzyms beeinflussen, möglicherweise nicht nur die Aktivität, sondern 
auch die Menge löslichen Plasma-ACE reguliert werden. Ein erhöhter Plasma-ACE-
Spiegel gilt als Risikofaktor für verschiedene Herzkreislauf-Erkrankungen 
(42;44;353), und wird mit der Ausbildung einer linksventrikulären Dilatation nach 
einem Myokardinfakt in Verbindung gebracht (354). Ein erhöhtes Risiko einer 
kardiovaskulären Erkrankungen sowie erhöhter Mengen zirkulierenden ACE und ein 
veränderter Bradykinin-Metabolismus wurde auch für den DD-Genotyp nach 
Identifizierung des ACE-Insertions/Deletions-Genpolymorphismus nachgewiesen 
(42-44;47). Zwar gibt es bisher keine eindeutigen Hinweise, dass eine Erhöhung des 
Plasma-ACE-Spiegels bei verschiedenen kardiovaskulären Erkrankungen mit einer 
Veränderung der CK2-Aktivität oder der ACE-Phosphorylierung einhergeht, aber es 
gibt Befunde, die eine abnehmende CK2 Aktivität bei Ischämie-Reperfusion im 
Rattenhirn (355), sowie bei globaler Ischämie des Rattenherzes (356) beschreiben. 
Demnach könnte ein Ischämie-induzierter Zusammenhang zwischen CK2-Aktivität, 
ACE-Sekretion und einer kardiovaskulären Erkrankung bestehen, so dass 
möglicherweise Wirkstoffe zur Modulation der CK2 therapeutischen Einsatz finden. 
Da ACE ausserdem Eigenschaften eines aktiven Signaltransduktionsmoleküls besitzt 
und ACE-Inhibitoren ein „Outside-In-Signaling“ auslösen, darf dieser Aspekt bei der 
Analyse der positiven Eigenschaften von ACE-Inhibitoren nicht vernachlässigt 
werden. Zudem stellt dies eine ACE-Antisense-Genbehandlung (357-360) in Frage, 
da die durch ACE-Hemmung ausgelöste Zellaktivierung sowie die Interaktion von 
ACE und B2-Kinin-Rezeptor nicht möglich wäre. Für eine Reihe von 
Zelloberflächenproteinen wurde die Fähigkeit zum „Outside-In-Signaling“ 
beschrieben, wie beispielsweise für die Matrix-Metalloproteinase 1 (361), Integrine 
(362-366) und PECAM-1 (367). Durch diesen Mechanismus sind diese Proteine in 
der Lage, verschiedenste intrazelluläre Signaltransduktionsprozesse zu regulieren. 
So ist wahrscheinlich, dass auch durch das „Outside-In-Signaling“ des ACE noch 
weitere Signaltransduktionsprozesse beeinflusst werden, die möglicherweise zu den 
zahlreichen gefäßprotektiven Eigenschaften von ACE-Inhibitoren auf molekularer 
Ebene beitragen. 
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5. Zusammenfassung 
Das Angiotensin konvertierende Enzym (ACE) ist als eine der zentralen 
Komponenten des Renin-Angiotensin-Systems entscheidend an der Regulation der 
vaskulären Funktion und Homöostase sowie an der Regulation des Flüssigkeits- und 
Elektrolythaushaltes beteiligt. Dabei katalysiert die Zinkmetallopeptidase ACE vor 
allem die Bildung des vasokonstriktorisch wirkenden Angiotensins II und die 
Degradation des vasodilatorisch wirkenden Bradykinins. Die Hemmung des ACE zur 
antihypertensiven Therapie ist klinisch weit verbreitet, wobei die zahlreichen 
protektiven Eigenschaften der eingesetzten, hochpotenten ACE-Inhibitoren nicht 
allein durch die Beeinflussung des Metabolismus der zwei beschriebenen 
vasoaktiven Peptide zu erklären sind. Vielmehr wird seit einiger Zeit angenommen, 
dass ACE beispielsweise durch eine Interaktion mit dem Bradykinin-B2-Rezeptor 
aktiv an der Regulation intrazellulärer Signaltransduktionsprozesse beteiligt ist. 
Da ACE als plasmamembranäres Ektoenzym in seiner kurzen cytoplasmatischen 
Sequenz fünf potentiell phosphorylierbare Serinreste besitzt, deren posttranslationale 
Modifikation durch Phosphorylierung möglicherweise intrazelluläre 
Signaltransduktionskaskaden beeinflussen könnte, wurde die potentielle 
Phosphorylierung von ACE sowie die Assoziation von ACE mit intrazellulären 
Proteinen analysiert. Mittels 
32P-Markierung humaner Endothelzellen und ACE-
überexprimierender Schweineaortenendothelzellen konnte erstmals die 
Phosphorylierung des ACE gezeigt werden, sowie unter Verwendung spezifischer 
Kinaseinhibitoren  und anhand von in vitro Phosphorylierungsexperimenten die 
Proteinkinase CK2 als ACE-phosphorylierende Kinase identifiziert werden. Dies 
wurde zudem durch die Assoziation der CK2 sowohl mit ACE, als auch mit einem 
dem cytoplasmatischen Anteil von ACE entsprechenden Peptid bestätigt. Drei der 
intrazellulären Serinreste des ACE liegen innerhalb Konsensussequenzen bekannter 




1270, entsprechend in Konsensussequenzmotiven für die PKC, PKA oder CK2 
lokalisiert, der Ser
1270-Rest als Hauptphosphorylierungsstelle des ACE identifiziert 
werden konnte. Die Reduktion der ACE-Phosphorylierung nach Mutation des Ser
1270-
Restes zu Alanin sowie nach Hemmung der CK2 durch Einsatz des spezifischen 
Inhibitors 5,6-Dichloro-1-β-D-ribofuranosylbenzimidazol (DRB) resultierte in einer 
verstärkten proteolytischen Spaltung des ACE, welche extrazellulär in der 
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juxtamembranär gelegenen „Stalk“-Region des Enzyms erfolgt, so dass vermehrt 
sekretiertes lösliches ACE in den Zellkulturüberständen der untersuchten Zellen zu 
finden war.  
Neben der CK2 fanden sich auch die schwere Kette nicht-muskulären Myosins 
(NMMHC),  β-Aktin, Annexin 2, die c-Jun NH2-terminalen Kinase (JNK) und die 
Proteinphosphatase PP1 assoziiert mit ACE oder einem dem intrazellulären Anteil 
von ACE entsprechenden Peptid. Da die an ACE gebundenen Proteine mehr oder 
minder in die Regulation intrazellulärer Signaltransduktionskakaden involviert sind, 
wurde überprüft, inwiefern die Aktivität oder Phosphorylierung dieser Proteine durch 
die Hemmung des ACE beeinflusst werden kann. Die Behandlung 
32P-markierter 
Endothelzellen mit dem ACE-Inhibitor Ramiprilat resultierte deutlich nicht nur in einer 
transient gesteigerten Phosphorylierung des ACE selbst, sondern auch in einer 
verstärkten Phosphorylierung des ACE-gebundenen NMMHC. Dabei werden beide 
Proteine durch die ACE-assoziierte CK2 phosphoryliert, deren Aktivität deutlich nach 
Hemmung des ACE zunahm. Die Identität des ACE als aktives 
Signaltransduktionsmolekül wurde zudem sehr überzeugend durch die Messung der 
JNK-Aktivität bestätigt, da die Stimulation mit Ramiprilat nur in Wildtyp-ACE 
exprimierenden Endothelzellen in einer Aktivierung dieser Kinase resultierte, 
wohingegen nach Mutation der ACE-Phosphorylierungsstelle (Ser
1270) keine durch 
Ramiprilat gesteigerte JNK-Aktivität zu verzeichnen war. Ebenso führte neben der 
Hemmung des ACE die Stimulation mit dem ACE-Substrat Bradykinin zur Initiation 
der beschriebenen Prozesse. Die durch ACE-Inhibitoren induzierte 
Signaltransduktion scheint auch an der Potenzierung und Reaktivierung der durch 
Bradykinin vermittelten Zellaktivierung beteiligt zu sein, da nur in ACE-
exprimierenden Zellen die Hemmung der CK2 in einer verminderten Bradykinin-
induzierten Endothelzellaktivierung resultierte und der ACE-Inhibitor diese Reduktion 
vollständig umkehrte. 
Die Entdeckung der posttranslationalen Modifikation des ACE durch 
Phosphorylierung zur Regulation der Sekretion des Enzyms sowie zur Initiation 
intrazellulärer Signalkaskaden eröffnet eine neue molekulare Basis für das 
Verständnis und die Charakterisierung der zahlreichen protektiven Eigenschaften der 
ACE-Inhibitoren. Zudem liefert die Identifizierung des ACE als aktives 
Signaltransduktionsmolekül mit der Fähigkeit zum „Outside-In-Signaling“ 
möglicherweise neue Ansatzpunkte für die Entwicklung antihypertensiver Therapien. 
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6. Abkürzungsverzeichnis 
 
ACE     Angiotensin  konvertierendes  Enzym 
ACEct       Peptid entsprechend der cytoplasmatischen ACE Sequenz  
Asp-ACEct  Peptid entsprechend der cytoplasmatischen ACE 
Sequenz, wobei alle Serinreste durch Aspartat ersetzt 
wurden 
pmACE      plasmamembranäres  Angiotensin  konvertierendes  Enzym 
preACE      Precursor-Form des Angiotensin konvertierenden Enzyms 
solACE      lösliches Angiotensin konvertierendes Enzym 
wtACE      Wildtyp des Angiotensin konvertierenden Enzyms 
AngI     Angiotensin  I 
Ang  II     Angiotensin  II 
βAPP     β-Amyloid-Precursor-Protein 
ATP     Adenosintriphosphat 
BK     Bradykinin 
BSA     Rinderserum-Albumin 
CK1        Proteinkinase CK1 (Casein Kinase 1) 
CK2        Proteinkinase CK2 (Casein Kinase 2) 
DRB     5,6-Dichloro-1-β-D-ribofuranosylbenzimidazol 
EDTA     Ethylen-diamin-tetraessigsäure 
EGTA     Ethylenglykol-bis-(β-aminoethylether)-tetraessigsäure 
FAPGG    2-Furylacryloyl-L-phenylalanin-glycyl-glycin 
FCS     Fötales  Kälberserum 
HEPES    N-2-Hydroxyethylpiperazin-N`-2-Ethansulfonsäure 
HUVEC humane  Nabelschnurendothelzellen (human umbilical vein 
endothelial cells) 
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IP3     Inositol  1,4,5-triphosphat 
JNK     c-Jun  NH2-terminale Kinase 
MEM     Minimum  Essential  Medium 
LHRH     Luteotropes-Hormon-Releasing-Hormon 
NEP     CD10/neutrale  Endopeptidase 24.11 (NEP) 
NMMHC schwere  Kette  nicht-muskulären Myosins (non-muscle 
myosin heavy chain) 
PAEC Schweineaortenendothelzellen (porcine aortic endothelial 
cells) 
PBS Phosphate-buffered  saline 
PCR     Polymerase-Kettenreaktion 
PKA     Proteinkinase  A 
PKC     Proteinkinase  C 
PMA     Phorbol-12-Myristat-13-Acetat 
PP1     Proteinphosphatase  1 
PP2A     Proteinphosphatase  2A 
SDS     Natriumdodecylsulfat 
SFV     Semliki-Forest-Virus 
TNFα     Tumor  necrosis  factor-α 
TRIS     Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan 
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